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Neste estudo foi realizada uma análise comparativa entre métodos de detecção 
para Listeria sp e Salmonella sp em 51 amostras de lingüiças resfriadas 
comercializadas no Estado do Paraná. Avaliou-se a ocorrência de Listeria sp e 
Salmonella sp comparando os resultados obtidos das análises realizadas por 
metodologia convencional (método ISO 11290-1 e, metodologia básica descrita 
no Bacteriological Analytical Manual (BAM)) com sistema de análise qualitativa 
imunoenzimática automatizada (mini-VIDAS Listeria, e mini-VIDAS Salmonella). 
A ocorrência de Listeria sp em lingüiça resfriada comercializadas no Estado do 
Paraná foi de 52,9%, sendo 13,7% L. monocytogenes, 19,7%  L. grayi, 13,7% L. 
innocua, e 5,9% L. welshimeri. Um total de 3,9% das amostras de lingüiça 
resfriada apresentaram-se contaminadas com Salmonella sp Em avaliação 
comparativa entre metodologia BAM e mini-VIDAS Salmonella, observou-se 
que através da metodologia BAM ouve uma maior correlação com a 
identificação de Salmonella sp (9,8%), no entanto, a metodologia mini-VIDAS, 
demonstrou maior expressividade na identificação de Proteus mirabilis e 
Salmonella sp ambas com 9,8%. Em avaliação comparativa entre ISO e mini-
VIDAS Listeria, observou-se que Listeria grayi predominou em ambos os 
métodos de análise com valores de 19,6% e 13,7%, respectivamente, e de que 
a Listeria monocytogenes demonstrou resultados expressivos, sendo 
constatada 13,7% em ambas as metodologias. O método mini-VIDAS 
comparado com o método BAM para identificação de Salmonella sp produziu 
uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 88,89%. O método mini-
VIDAS comparado com o método ISO para identificação de Listeria sp produziu 
uma sensibilidade de 96,7% e uma especificidade de 94,70%. Os ágares 
cromogênicos (CM1080 e CM1084), foram avaliados entre si, verificando-se, 
concordância positiva de 62,7% e concordância negativa em 35,3%, 
condizendo à percentagem global de concordância de 98,0%. Os ágares 
clássicos (PALCAM e Oxford) também foram avaliados, apresentando 
concordância positiva de 66,5%, e concordância negativa de 23,5%. O teste de 
kappa apresentou concordância de 96% e 76% respectivamente.  Comparando 
o tempo de resposta dos métodos para identificação de Salmonella sp, 
observou-se que não existe diferença em resultados de ausência do 
microrganismo entre os métodos mini-VIDAS Salmonella e BAM. No entanto, 
quando avaliou-se o tempo para pesquisa com resultado positivo observou-se 
que o método clássico BAM  produz o resultado em menor tempo quando 
comparado ao método mini-VIDAS. Comparando o tempo para identificação de 
Listeria sp observou-se que o método mini-VIDAS desenvolve resposta em 
menor tempo quando comparado ao método ISO, tanto na presença quanto 
ausência do microrganismo. A análise efetuada neste trabalho evidencia a 
ocorrência de falhas no processo de fabricação de lingüiça resfriada por parte 
de alguns produtores, representando grande risco a saúde do consumidor. 
 







In this study it was carried out a comparative analysis between detection 
methods for Listeria sp and Salmonella sp in 51  samples of cooled sausages  
commercialized in Paraná State. It was evaluated the occurrence of Listeria sp 
and Salmonella sp comparing the results gotten from the analysis made by 
conventional methodology (method ISO 11290-1 and, described basic 
methodology in Bacteriological Analytical Manual (BAM)) with system of 
quantitative   automatized imunoenzimática (mini-VIDAS Listeria, and mini-
VIDAS Salmonella). The occurrence of Listeria sp in sausage cooled 
commercialized in the State of the Paraná it was of 52,9%, being 13,7% L. 
monocytogenes, 19,7%  L. grayi, 13,7% L. innocua, and 5,9% L. welshimeri. A 
total of 3,9% of the samples of cooled sausage had been presented 
contaminated with Salmonella sp In comparative evaluation between 
methodology BAM and mini-VIDAS Salmonella, it was observed that through 
methodology BAM it hears a bigger correlation with the identification of 
Salmonella spp. (85.7%), however, the methodology mini-VIDAS, demonstrated 
to greater expressividade in the identification of Proteus mirabilis and 
Salmonella sp (9,8%) in booth. In comparative evaluation between ISO and 
mini-VIDAS Listeria, it was observed that Listeria grayi it predominated in both 
the methods of analyzes with values of 19,6% and 13,7%, respectively, and of 
that Listeria monocytogenes it demonstrated significant result, being evidenced 
in 13,7% booth. The mini-VIDAS method compared with the BAM method for 
identification of Salmonella sp produced a sensitivity of 100% and a specificity of 
88.89%. The mini-VIDAS method compared with the ISO method for 
identification of Listeria sp produced a sensitivity of 96.7% and a specificity of 
94.70%. The chromogenic agars (CM1080 and CM1084) were evaluated 
together, there is positive correlation of 62.7% and 35.3% in negative 
correlation, match the overall percentage of agreement of 98.0%. The classic 
agars (PALCAM and Oxford) were also evaluated, showing good agreement of 
66.5% and negative agreement of 23.5%. The kappa test showed concordance 
of 96% and 76% respectively. Comparing the time of reply of the methods for 
identification of Salmonella sp, it was observed that difference in results of 
absence of the microrganismo between the methods does not exist mini-VIDAS 
Salmonella and BAM. However, when it was evaluated the time for research 
with positive result was observed that classic method BAM it produces the result 
in lesser time when compared with the method mini-VIDAS. Comparing the time 
for identification of Listeria sp it was observed that the method mini-VIDAS  it 
develops reply in lesser time when compared with the method ISO, as much in 
the presence how much absence of the microrganismo. It analyzes it effected in 
this work evidences the occurrence of imperfections in the process of 
manufacture of sausage cooled on the part of some producers, representing 
great risk the health of the consumer. 
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1. INTRODUÇÃO  
 
A análise microbiológica de um alimento visa investigar 
quantitativamente e qualitativamente a presença ou ausência de um 
determinado microrganismo em um produto, assim como identificar e 
caracterizar as diferentes espécies a fim de rastrear as condições de higiene 
em que o alimento foi processado, os prováveis riscos a saúde do consumidor, 
e se o alimento terá ou não vida de prateleira pretendida. Além disso, a análise 
laboratorial permite determinar o agente etiológico mais provável no caso de 
toxinfecção alimentar. Essa análise é imprescindível também para verificar se 
os padrões e as especificações microbiológicas, nacionais, ou internacionais, 
estão sendo atendidas adequadamente. 
A escolha da metodologia a ser adotada na análise microbiológica de 
alimentos deve ser norteada pela precisão pretendida, custo, tempo de análise, 
aceitabilidade do método por órgãos oficiais e comunidade cientifica; 
operacionalidade, treinamento e qualificação do analista, disponibilidade e 
qualidade de reagentes, meios de cultura e outros suprimentos, disponibilidade 
de espaço no laboratório, entre outros. 
Apesar da utilização de diferentes técnicas para garantir a qualidade e a 
inocuidade de alimentos, as doenças transmitidas por alimentos (DTA) 
continuam sendo um problema de saúde pública. 
Diversos microrganismos podem causar DTA, e dentre eles  Listeria sp e  
Salmonella sp destacam-se devido à capacidade de sobreviver em alimentos 
mantidos sob temperaturas de refrigeração, sendo capazes de sobreviver por 
muito tempo nos alimentos e outros substratos. Sendo que estes 
microrganismos possuem elevada resistência fisiológica, sendo difícil controlar 
ou prevenir sua presença em alimentos, principalmente naqueles que sua 
confecção não sofre tratamento térmico, como é o caso das lingüiças. 
A carne e seus derivados incluem-se entre os alimentos que mais 
preocupam os serviços de saúde publica, em razão dos riscos que oferecem 





lingüiças apresentam-se como excelentes substratos para o desenvolvimento 
de microrganismos, devido a uma série de fatores favoráveis como a alta 
atividade de água, mistura de diferentes tipos de ingredientes, etc. Além disso, 
lingüiças são submetidas a intenso manuseio durante seu processo, o que 
aumenta a probabilidade de contaminação com microrganismos indesejáveis. 
Um dos aspectos relevantes das DTAs é a ocorrência de surtos de 
toxinfecção alimentar, onde os números relatados demonstram-se inferiores ao 
esperado, em virtude da disseminação do patógeno no ambiente. Vários 
fatores provavelmente interferem nesta relação: subnotificação; o período de 
incubação de até 30 dias para alguns patogênicos dificulta a associação do 
quadro clínico com alimentos; a dificuldade de encontrar o alimento incriminado 
após a confirmação do caso, uma vez que o alimento contaminado já foi 
consumido ou desprezado; a utilização de antibióticos no tratamento antes da 
coleta para análise microbiológica da infecção dificulta o isolamento do 
microrganismo nos pacientes.  
Desta forma, produtores de alimentos, bem como órgãos de fiscalização 
têm estado alerta para garantir a ausência de microrganismos patogênicos nos 
alimentos. Entretanto esta metodologia pode ser limitada, uma vez que as 
técnicas de laboratório rotineiramente empregadas para isolamento de 
patogênicos são trabalhosas e demoradas no fornecimento de resultados. 
Considera-se que o desenvolvimento de uma proposta metodológica, a 
qual diminua o tempo do fornecimento dos resultados, seja uma importante 
contribuição para o atendimento às exigências dos órgãos fiscalizadores, 
produtores e consumidores. 
Portanto, espera-se que os dados expressos no presente estudo 
possibilitem uma forte correlação entre as metodologias, assim como, as 
informações obtidas exprimam resultados confiáveis dentro de um curto espaço 
de tempo, viabilizando desta forma a precisão nos resultados emitidos, 
associados à satisfação dos profissionais que utilizam as metodologias, e 








































2.1 OBJETIVO GERAL 
• Comparar métodos de detecção e avaliar a incidência de Listeria sp e 
Salmonella sp em lingüiças resfriadas comercializadas no Estado do Paraná. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
• Identificar a incidência de lingüiças resfriadas contaminadas com Listeria 
monocytogenes e espécies do gênero Salmonella. 
• Comparar os resultados obtidos nas análises realizadas pelo método mini-
VIDAS Salmonella com o método BAM em amostras de lingüiça resfriadas. 
• Comparar os resultados obtidos nas análises realizadas com o método mini-
VIDAS Listeria com o método ISO 11290-1 em amostras de lingüiça 
resfriadas. 
• Comparar os resultados obtidos com os meios seletivos utilizados no 
plaqueamento do método ISO 11290-1 para o isolamento de Listeria sp. 
• Comparar o tempo dispensado para análise nas pesquisas de Listeria sp 
(método ISO 11290-1 e método mini-VIDAS Listeria) e Salmonella sp (método 
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3.1 SEGURANÇA ALIMENTAR 
 
 O mercado mundial de carnes apresenta produção crescente segundo dados 
apresentados pela ABIPECS (2005). A produção mundial deste gênero foi de 257 
milhões de toneladas. O Brasil destaca-se na produção de produtos cárneos, tendo 
produção anual de 41 milhões de bovinos abatidos, quatro bilhões de frangos e 34,5 
milhões de suínos, em 2004, representando uma produção anual de 24,4 bilhões de 
dólares, sendo exportados 4,5 bilhões (ABIPECS, 2008). 
O setor de derivados cárneos manteve-se entre 2001 e 2005 em primeiro 
lugar no “ranking” dos principais setores da indústria de produtos alimentares no 
Brasil como descrito na Tabela 01 (ABIA, 2007). 
 
TABELA 01 RANKING DOS PRINCIPAIS SETORES DA INDÚSTRIA DE 
PRODUTOS ALIMENTARES EM VALOR DE 2001 A 2005. 
 
Indústria da Alimentação - Principais Setores em Valor 
 2001 2002 2003 2004 2005 
Laticínios 2° 4° 4° 4° 4° 
Beneficiamento 
de Café, Chá e 
Cereais 
3° 3° 2° 3° 2° 
Derivados de 
Carne 
1° 1° 1° 1° 1° 
Óleos e 
Gorduras 
4° 2° 3° 2° 3° 
Derivados do 
Trigo 
5° 5° 5° 6° 6° 




8° 8° 7° 7° 7° 
Diversos 7° 7° 8° 8° 8° 
Chocolate, 
Cacau e Balas 
9° 9° 9° 9° 9° 
Conservas de 
Pescados 
10° 10° 10° 10° 10° 
 
FONTE: Adaptado de ABIA, 2007 
 
A crescente exigência do mercado consumidor por alimentos cada vez mais 
seguros e os requisitos de segurança alimentar estabelecidos pelos órgãos 
regulamentadores tem levado as indústrias alimentícias a adotarem programas de 
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gestão da qualidade severos. Os primeiros passos são os de implantação de 
sistemas de segurança alimentar, como as BPF (boas práticas de fabricação), 
implantação do APPCC (análise de perigos e pontos críticos de controle), entre 
outros programas de qualidade.  
Ferramentas são necessárias para auxiliar técnicos das indústrias a identificar 
perigos, estabelecer limites críticos, formas de monitoramento e medidas corretivas. 
A melhoria de condições dos serviços públicos de saúde e direitos do consumidor 
está evidenciando um aumento no número de casos de doenças transmitidas por 
alimentos, o que exige dos fabricantes de produtos alimentícios novas ações 
relacionadas à segurança alimentar. Analisar amostras alimentícias e ambientais 
quanto à presença de bactéria patogênica, ou deteriorante, fungos e toxinas é uma 
prática que assegura a qualidade do produto. 
 Entre os vários parâmetros que determinam a qualidade, os mais importantes, 
são sem dúvida, aqueles que definem suas características microbiológicas. A 
avaliação da qualidade microbiológica de um produto fornece informações que 
permitem julgá-lo quanto às condições de processamento, de armazenamento, de 
distribuição, sua vida útil, e quanto ao risco de saúde da população (FRANCO E 
LANDGRAF, 2004). 
 Apesar das infecções alimentares terem sido a principal causa de 
enfermidades para o homem durante muitos anos, desconhece-se sua incidência 
real. Há estudos que periodicamente resumem as tendências das enfermidades de 
origem alimentar. As originadas por patógenos, constituem um problema mundial de 
saúde pública que pode ser influenciada pela demografia, industrialização, e 
distribuição, transporte, comercialização, bem como a elucidação e a capacidade de 
adaptação dos microrganismos. As enfermidades de origem alimentar vão desde 
gastrenterites leves, a enfermidades letais, constituindo perigo à saúde do 
consumidor, podendo deixar seqüelas a longo prazo (ICMSF, 2002). 
As enfermidades de origem alimentar ocorrem quando uma pessoa contrai 
uma doença devido à ingestão de um produto contaminado com microrganismos e/ 
ou toxinas indesejáveis. Essa condição é, freqüentemente, denominada como 
toxinfecção alimentar. É sabido que apenas um pequeno número de casos de 
enfermidades causadas por alimentos são notificados aos órgãos de inspeção de 
alimentos, de controle e às agências de saúde. Isso se deve em parte ao fato de que 
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muitos patógenos presentes em alimentos causam sintomas brandos, e a vítima não 
busca auxílio médico (FORSYTHE, 2002). 
Condições sanitárias deficientes durante o abate dos animais, cozimento 
inadequado, armazenamento impróprio, e falta de higiene durante o preparo dos 
produtos cárneos são condições que podem predispor os indivíduos a tornarem-se 
portadores assintomáticos ou doentes. Dependendo do microrganismo envolvido, os 
sintomas podem variar de desconforto intestinal moderado a desidratação severa, 
ou diarréia hemorrágica e morte (PELCZAR, 1997). 
A ausência de microrganismos patógenos para o homem, nos alimentos, e de 
suas toxinas constitui uma exigência primária: se pressupõe que estes não 
transmitirão enfermidades aos consumidores. Além disso, o produto de boa 
qualidade microbiológica deve apresentar níveis reduzidos de microrganismos 
deteriorantes (BENITEZ, 2000). 
A contaminação biológica é um problema de saúde pública no Brasil, assim 
como afeta o mundo todo. No País existe normatização adequada para controle 
sanitário dos alimentos, como o Regulamento de Inspeção Industrial e Sanitária de 
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), do Ministério da Agricultura Pecuária e 
Abastecimento (MAPA). Porém, ainda falta a fiscalização efetiva e permanente da 
produção, conservação e comercialização de alimentos pelos serviços estaduais e 
municipais de vigilância sanitária, aos quais é delegado o poder de inspecionar e 
punir os infratores (BALBANI E BUTUGAN, 2001). 
A qualidade da matéria-prima, a padronização do processamento e a 
manutenção das temperaturas na saída da indústria até as gôndolas do 
supermercado têm sido citadas como parâmetros importantes para se evitar as cada 
vez mais freqüentes toxinfecções alimentares. A busca incessante da qualidade, 
seja na produção, transporte, armazenamento e consumo de alimentos é fator 
primordial na competição entre empresas deste mercado (RICHARDS, 2003). 
 





Embutidos ou carnes preparadas embutidas são produtos elaborados 
com carnes ou outros tecidos animais comestíveis, curados ou não, 
condimentados, cozidos ou não, defumados e dessecados ou não, tendo como 
envoltório natural tripas, bexigas ou outras membranas animais ou envoltório 
plástico apropriado (SÃO PAULO, 1978). 
De acordo com Martins e Terra, (1985), o embutido será designado pelo 
seu nome, seguido da classe a que corresponde, ou o tipo, ou espécie animal 
de que designa, podendo ser seguido ainda de complementações elucidativas 
quanto às características peculiares. Pode-se exemplificar como “lingüiça 
defumada”, “salsicha tipo Viena”, “Pasta de fígado”. 
De acordo com o seu processo de fabricação, os embutidos são 
classificados em frescos, cozidos, defumados e secos. Segundo a sua 
composição são divididos em simples e mistos e de acordo com suas 
características em chouriço, lingüiça, morcela, mortadela, paio, queijo de porco 
ou ralado, salame, salsicha e patê ou pasta (SÃO PAULO, 1978). 
Os embutidos crus são curados a frio e/ou a quente, dividindo-se em 
frescos e maturados, pois a cura pode ser dividida em duas fases: a cura 
propriamente dita (seca ou úmida) e a maturação e secagem. Podem ainda se 
apresentar defumados ou não. Os embutidos maturados dividem-se em secos 
e semi-secos, apresentando-se em ampla variedade devido às muitas 
matérias-primas envolvidas no seu processamento, o que acaba por dificultar a 
exata classificação destes produtos (HAACK et al, 1991). 
A indústria emprega grande variedade de carnes como matéria-prima, 
desde os segmentos musculares até vísceras, gorduras, sangue, pele e 
ligamentos. Dependendo do produto, é precedida a escolha do tipo de tecido, 
da qualidade, do estado e da espécie ou espécies de animais a serem 
empregados (HAACK et al, 1991). 
Os embutidos deverão ser preparados de carne e outros tecidos animais 
em perfeito estado de conservação. De acordo com o tipo de embutido e suas 
peculiaridades, podem entrar na sua composição tendões, cartilagens, ou 
aponeuroses, porém a proporção não poderá ser preponderante ao exame 
microscópico (SÃO PAULO, 1978). 
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Os embutidos compreendem basicamente duas classes, aqueles 
preparados a partir de misturas de carnes moídas ou menor grau como as 
lingüiças frescas, lingüiças defumadas, e salames: e os embutidos preparados 
a partir de emulsões, como as mortadelas, salsichas e similares, também 
chamados de embutidos cozidos (MARTINS E TERRA et al, 1985). 
Os principais componentes da emulsão ou massa são a carne, água, 
gordura, sal, aditivos e condimentos, proteínas suplementares e os amidos. A 
massa dos embutidos é uma emulsão de gordura em água, portanto do tipo 
óleo-água, onde as gotículas de gordura são distribuídas de maneira 
relativamente uniforme e são mantidas em suspensão pelas proteínas solúveis 
da carne (MARTINS E TERRA et al, 1985). 
De acordo com Haack et al. (1991), as características das matérias-
primas, carnes e gorduras, são de importância decisiva para a elaboração de 
embutidos crus em condições adequadas. A carne deve proceder de animais 
sadios. Além disso, a carne dos animais submetidos a extremas condições 
fisiológicas, isto é, as chamadas influências de estresse, exibe uma maturação 
defeituosa, que se traduz em uma acidificação deficiente ou num elevado valor 
de pH. 
Da mesma forma animais abatidos em condições precárias e sem 
higiene, carcaças mal resfriadas, carnes desossadas sem os cuidados devidos 
não podem ser considerada como matéria-prima de boa qualidade e 
certamente, mais cedo ou mais tarde, vão ocasionar problemas (HAACK et al, 
1991). 
Banwart (1989), Jay (1992) e Strapazzon (1997) citam a deterioração 
microbiológica como a mais grave de todas. É causada por microrganismos 
que decompõem rapidamente as proteínas e produzem resíduos desta 
deterioração, como as toxinas que podem causar efeitos indesejáveis ao 
consumidor. A contaminação da carne pode ocorrer por fonte endógena ou 
exógena. 
Esses autores comentam que a contaminação endógena é causada por 
microrganismos que já estão presentes no tecido do próprio animal. O grau 
desta contaminação pode ser diminuído pela utilização de técnicas e práticas 
adequadas de sangria, refrigeração das carcaças, pela boa origem dos 
animais, e um bom preparo destes animais antes do abate. Já a contaminação 
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exógena é causada por microrganismos existentes no ambiente ou nos 
manipuladores de carne. Para reduzir os níveis de contaminação, é preciso 
haver uma boa limpeza das instalações, máquinas, mesas, e ferramentas, 
assim como uma rigorosa disciplina quanto à higiene dos manipuladores, e 
utilização de sanitarizantes adequados. A contaminação mais importante da 
carne é, sem duvida, de origem externa, uma vez que admite-se que a massa 
interna da carne não contém microrganismos, ou estes são muito escassos. 
Por outro lado, podem ser encontrados microrganismos nos linfonodos, medula 
óssea, e no próprio músculo. Comentam também que a Salmonella sp e 









3.3 BACTÉRIAS ANALISADAS 
3.3.1 Listeria sp 
 
Segundo Corrêa e Corrêa (1992), em 1919, Gustav Hulpers, na Suécia, isolou 
um germe a partir do fígado de coelho e o denominou de Bacillus hepatis. A 
descrição do germe e o tipo de enfermidade observada no coelho indicam 
claramente que ele foi o primeiro a isolar Listeria monocytogenes, porém a amostra 
bacteriana não foi conservada, impedindo de compará-la com as cepas hoje 
conhecidas. No entanto, dez anos mais tarde, Munay, Webb e Swann, durante uma 
epizootia entre coelhos e cobaias de um biotério em Cambridge, isolaram 
microrganismos que causavam intensa monocitose, nomeando o agente como 
Bacterium monocytogenes.  
Um ano mais tarde, na África do Sul, observou-se uma doença similar em 
roedor selvagem e, em honra a Lord Lister, denominou-se o agente como Listerella 
hepatolytica, porém, considerando ser parecido com o agente isolado pelos outros 
autores ingleses, propôs a denominação de Listerella monocytogenes. 
Posteriormente, como havia um gênero vegetal assim denominado, o agente passou 
a chamar-se Listeria monocytogenes.  
Os primeiros isolamentos confirmados do microrganismo provenientes de 
indivíduos infectados, foram efetuados em 1929 por Nyfeldt, na Dinamarca, que 
isolou a bactéria do sangue de doentes com monocitose. Em 1931, Gill isolou a 
bactéria pela primeira vez de ovelhas na Nova Zelândia. Posteriormente, casos 
esporádicos de listeriose humana foram reportados, os quais estavam associados a 
indivíduos que tiveram contato com animais doentes. Na década de 80, com os 
relatos de diversos surtos decorrentes da ingestão de alimentos contaminados, o 
interesse pelo microrganismo cresceu rapidamente entre as indústrias, agências 
governamentais reguladoras e pesquisadores (FABER E PETERKIN, 1991). 
 
3.3.1.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DA Listeria sp 
 
O meio científico foi despertado para o perigo da listeriose durante a década 
de 80, quando uma séries de surtos ocorreram na América do Norte e Europa; e a 
Listeria monocytogenes foi responsável por várias formas de listeriose humana. A 





partir de 1988, principalmente nos países da Europa Central, pesquisadores 
passaram a investigar a listeriose como doença de origem alimentar (FABER E 
PETERKIN,1991; OLIVEIRA, 1993). 
Rocourt em 1996 classificou o gênero Listeria em seis espécies: L. 
monocytogenes, L. ivanovii, L. innocua, L. seeligeri, L. welshimeri e L. grayi. A 
espécie L. denitrificans foi reclassificada como Jonesia denitrificans e as espécies L. 
grayi e L. murrayi foram agrupadas em uma única espécie, L. grayi. As subespécies 
da L. ivanovii foram extintas (BARBALHO, 2002). 
Das espécies de Listeria, L. monocytogenes, L. ivanovii e L. seeligeri estão 
associadas com enfermidades no homem (VARNAM E EVANS, 1991). A L. 
monocytogenes desperta um maior interesse para saúde pública (VIDON et al., 
2001), por estar envolvida em surtos de listeriose de origem alimentar em humanos. 
A L. ivanovii tem sido descrita raramente em patologias no homem, embora seja 
responsável por abortos em bovinos e caprinos (PEREIRA E ROCOURT, 1993). A L. 
seeligeri foi relatada apenas uma única vez como causa de meningite num adulto 
imunodeprimido. Contudo, usualmente, a presença de qualquer espécie do gênero 
Listeria em alimentos é um indicador de condições precárias de higiene (PEREIRA E 
ROCOURT, 1993; COCOLIN et al., 2002). 
Listeria sp encontra-se amplamente distribuída na natureza, fato que explica a 
facilidade com que é encontrada em alimentos, desde a produção até o consumo 
(BEUCHAT, 1996). 
A pesquisa de L. monocytogenes em alimentos prontos para o consumo é de 
grande importância, pois se sabe que os alimentos envolvidos em surtos e casos 
esporádicos de listeriose são aqueles processados industrialmente, mantidos sob 
refrigeração, com vida de prateleira longa, e que oferecem condições adequadas 
para a sua multiplicação. 
Listeria monocytogenes é uma bactéria ubíqua, com capacidade de se 
desenvolver em condições inóspitas para outros microrganismos patogênicos, que 
pode iniciar multiplicação em temperaturas que variam de 0 a 45ºC 
(SWAMINATHAN, 2001). 
Segundo o Manual de Bergey (HENSYL, 1994), Listeria é um bacilo pequeno, 
quando célula jovem, as células observadas ao microscópio apresentam-se como 
pequenos bacilos difteróides, medindo de 1,0 a 2,0 μm de comprimento por 0,5 μm 





de diâmetro. Após três a cinco dias de incubação, no entanto, as células 
apresentam-se como bacilos longos, com tamanho variado de 6 a 20μm. Os 
organismos do gênero Listeria são definidos como bastonetes regulares Gram 
positivos, que podem aparecer isolados, em cadeias curtas ou formando agregados 
em forma de V, Y e K (Figura 01) ou ainda dispostos em paliçadas. Não formam 
esporos, nem cápsulas e são aeróbios ou anaeróbios facultativos. São móveis a 
25°C, com movimentos característicos de tombamento, e são imóvel a 35°C. A 
multiplicação ocorre rapidamente na maioria dos meios bacteriológicos utilizados na 
rotina laboratorial (HENSYL, 1994; RYSER E DONNELLY, 2001). 
 














FONTE: KUNKEL, 2008. 
 
 Quanto às características bioquímicas, bactérias do gênero Listeria são 
catalase positivos, oxidase negativos, hidrolisam a esculina e o hipurato de sódio, 
mas não hidrolisam a uréia, a gelatina e a caseína. Fermentam a glicose com 
produção de ácido lático sem produção de gás, são indol negativo e H2S e 
apresentam reação positiva a provas de Voges Proskauer e vermelho de metila 
(SEELIGER E JONES, 1986). 





As colônias de Listeria são pequenas e circulares quando em meios de 
cultura claros e translúcidos que ao serem examinados sob luz oblíqua transmitida, 
apresentam-se com coloração azul esverdeada (BAHK E MARTH, 1990). 
O pH de multiplicação de L. monocytogenes varia entre 4,4 e 9,6, mas se 
multiplica melhor entre 6 e 8, sendo 7,0 o pH ótimo (ROCOURT, 1999). Por ser 
ácido tolerante, pode sobreviver em alimentos de baixa acidez por dias ou semanas 
(RYSER E DONNELLY, 2001). Listeria é um dos poucos microrganismos 
patogênicos que pode se multiplicar em substratos com atividade de água tão baixa 
quanto 0,93 e em meio de cultura com 10% de NaCl (FARBER et al., 1991; 
ROCOURT, 1999). 
A hemolisina é o mais importante fator de virulência da Listeria e três 





Dentre os alimentos já envolvidos nos surtos de listeriose, têm-se leite cru e 
pasteurizado, queijos, carnes bovina, suína, de aves e seus derivados, frutos do 
mar, além de produtos de origem vegetal, crus ou processados, e refeições 
preparadas (FRANCO E LANDGRAF, 1996; RYSER E DONNELLY, 2001). 
A listeriose é definida como uma zoonose que pode acarretar um quadro 
clínico severo com elevada taxa de letalidade. A doença passou a receber atenção 
significativa a partir dos episódios ocorridos nos Estados Unidos entre 1981 e 1985 
(SCHLECH III et al., 1983) e a doença é transmitida por duas vias principais: contato 
com animais infectados, infecção cruzada (contaminação cruzada), 
preferencialmente entre recém-nascidos em hospitais e através da ingestão de 
alimentos contaminados (BELL E KYRIADES,1998). 
Com relação aos mecanismos de ação da Listeria monocytogenes, esta 
produz algumas toxinas, destacando-se as toxinas hemolíticas (hemolisinas) e as 
toxinas lipolíticas; responsáveis pelo aumento na produção de monócitos e pela 
depressão na atividade de linfócitos. Entre as toxinas isoladas incluem uma toxina 
hemorrágica, uma fração pirogênica e uma toxina capaz de causar alterações 
eletrocardiográficas (MARTH, 1988). 





A hemolisina durante a infecção provoca rompimento das membranas, 
especialmente aquelas formadas entre os vacúolos fagocitários e os lisossomas, 
não permitindo, portanto, a formação dos fagolisossomas, que poderiam destruir a 
bactéria por meio das hidrolases ácidas aí existentes. Isto permite que a Listeria 
sobreviva e se multiplique dentro das células fagocitárias. As enzimas hidrolíticas, 
após a ruptura das membranas dos lisossomas, são liberadas e provocam a 
destruição dos macrófagos e monócitos (CORRÊA E CORRÊA, 1992). 
Diversas formas de transmissão do microrganismo a humanos já foram 
relatadas, mas a via alimentar parece ser a mais preocupante. Entretanto, o risco de 
desenvolver uma infecção por L. monocytogenes, após a ingestão de um produto 
contaminado, é baixo para a população em geral (CDC, 2008). 
A listeriose ocorre principalmente em pessoas pertencentes a certos grupos 
de risco, tais como mulheres grávidas, crianças, idosos e indivíduos 
imunodeprimidos como os submetidos à terapia prolongada com corticosteróides ou 
à quimioterapia, os portadores de AIDS, os alcoólicos, os diabéticos e os submetidos 
à hemodiálise. 
Em gestantes, a doença manifesta-se com sintomas semelhantes aos da 
gripe, como febre, dor de cabeça, calafrios e dores nas costas, aparecendo às vezes 
faringite, diarréia e inflamação nos rins; ocasionalmente ocorre meningite. A 
bacteremia na gestante pode levar a infecção do feto através da via transplacentária, 
o que ocorre geralmente no terceiro mês de gestação. Logo após os sintomas de 
febre e calafrios, pode ocorrer o aborto ou o nascimento de bebês prematuros 
(MARTH, 1988). 
Na listeriose neonatal (ROCOURT, 1996) podem ser observadas duas 
síndromes: uma manifestação precoce, principalmente septicemia apresentada por 
bebês de pouco peso e acompanhada de alta taxa de letalidade e uma manifestação 
tardia, principalmente meningítica, que ocorre em recém-nascidos com peso normal 
e está caracterizada por baixa taxa de letalidade (FARBER, 1986). 
O Quadro 01, a seguir, demonstra resumidamente tipos de infecções 
causadas por listeriose, bem como, gravidade e período de incubação. 
 
 





QUADRO 01 FORMAS DE OCORRÊNCIA DE LISTEROSE 
Tipos de Listeriose Natureza da 
Infecção 




Infecção local e 
lesões na 
pele 





Infecção de recém 
nascidos adquirida 
da mãe durante o 
parto ou por 
contaminação 
cruzada de um 






meningite e morte. 
1-2 dias, habitual em 
infecções congênitas 
antes do nascimento. 







similar à gripe, ou 
assintomática para a 
mãe, mas com sérias 
implicações para o 
feto que inclui aborto 
espontâneo, a morte 
do feto, nascimento 





de uma infecção a 










que podem evoluir 



















Vômitos e diarréia, às 
vezes podem evoluir 
para bacteremia 
podendo se curar 
sozinha ou não. 
Menos de 24 horas 
após o consumo. 
 
FONTE: BELL E KYRIAKIDES, (1998) 
 
A dose mínima de infecção não foi ainda estabelecida, mas informações 
sobre a população de L. monocytogenes em alimentos contaminados envolvidos em 
surtos indicam que populações entre 103 – 104 Unidades Formadoras de Colônia 
(UFC)/g de alimento foram responsáveis pela doença (DUFFY et al., 1999).  





Entretanto, estudo realizado na Finlândia indica que a exposição da 
população de risco a doses baixas [0,3 Número Mais Provável (NMP)/g] de L. 
monocytogenes, por períodos prolongados, pode também levar ao desenvolvimento 
da doença (MAIJALA et al., 2001). 
Organismos internacionais tratam o caso com a gravidade que merece, porém 
no âmbito nacional, os estudos dos casos envolvendo este microrganismo ainda são 
pontuais e não se relacionam, resultando em um cenário onde, aparentemente, não 
representa um grau de risco que justifique maior informação ao público e medidas 
mais amplas de controle. As causas mais prováveis da falta de um maior volume de 
dados científicos e de informações sobre os problemas relacionados à Listeria no 
cenário nacional, seriam os altos custos analíticos e uma deficiência na interação 
dos estudos realizados, tanto dentro do setor alimentício como no hospitalar, e 
pouca exigência de controle governamental. 
 A legislação brasileira determina a ausência de L. monocytogenes em 25 
gramas de queijo, mas para outros alimentos, como produtos cárneos, ainda não 
existe um limite regulatório. Dada à freqüência de L. monocytogenes em carnes e 
produtos cárneos de origem suína, a sua detecção deveria ser levada em 
consideração na avaliação do risco de transmissão da listeriose para o ser humano, 
a partir de produtos cárneos (SANTOS et al., 2005). 
 Critérios para níveis toleráveis de L. monocytogenes em produtos cárneos 
foram introduzidos em diversos países (GRAVANI, 1999). Entre estes, os Estados 
Unidos da América exige ausência de L. monocytogenes em 25 g do alimento 
("tolerância zero"), enquanto na Europa, limites quantitativos inferiores a 100 UFC/g 
foram recomendados para não apoiar o crescimento do patógeno (ANON, 1999). 
 
3.3.1.3 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 
 
Apesar de Listeria monocytogenes causar uma doença de baixa morbidade 
(0,3 – 1 caso / 100.000 pessoas / ano) nos Estados Unidos, sua importância está na 
elevada mortalidade associada a ela (FDA, 2008). 
No Quadro 02 descreve-se o levantamento epidemiológico efetuado entre os 
anos de 1970 a 2008 envolvendo incidências e surtos ocorridos decorrentes de 
toxinfecções causadas pela L. monocytogenes. 






QUADRO 02 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLÓGICO DE L. monocytogenes 
Ano País Ocorrência Bibliografia 
1970 - 2007 Estados Unidos 12 surtos de listeriose resultaram em 1466 
casos decorrentes da ingestão de produtos 
lácteos, cárneos, vegetais e ovos 
contaminados. 
FDA, 2008 
1979 Estados Unidos Primeiro surto de listeriose causada por 
alimentos, registrados em 8 hospitais; 
segundo investigação realizada a possível 
causa relaciona-se a ingestão de vegetais e 
carne de frango contaminados. 
JAY, 2005 
1981 Canadá Foram constatados 41 casos de listeriose 
transmitidas por vegetais cultivados com 
esterco contaminado com L. 
monocytogenes. 
SCHLECH III et 
al., 1983 
1983 Estados Unidos Surto de listeriose associado ao sorotipo 
4b, ocasionou 14 óbitos, causado pelo 
consumo de leite submetido a tratamento 
térmico inadequado. 
FLEMING et al., 
1985 
1985 Brasil Observou-se cinco casos de listeriose em 
transplantados renais num mesmo hospital, 
caracterizada pelos sorovares 1/2a e 4b. 
 
 
HOFER et al., 
1999 
1985 Estados Unidos Epidemia de listeriose acometeu 65% da 
população de risco, o alimento responsável 
foi o queijo macio tipo mexicano, resultando 
em 105 mortes. 
LINNAN et al., 
1988 
1983 – 1987 Suíça Surto resultou em 122 casos e 34 óbitos, 
associado ao consumo de queijo 
contaminado 
BILLE, 1990 
1988 Túrquia Relato de aborto de 23 semanas 
ocasionados pelo consumo de carne de 
frango. 
KERR et al.,1988 
1992 França Surto de listeriose envolvendo 279 casos 
com 63 mortes e 22 abortos onde a usa foi 
à ingestão de língua suína cozida 
DEVER et al., 
1993 





1996 Suécia Relatou-se surto de listeriose associado à 
ingestão de truta arco-íris. 
ERICSSON et al., 
1997 
1998-1999 Finlândia Surto de listeriose causado pela ingestão 
de manteiga contendo L. monocytogenes 
sorotipo 3a. 
MAIJALA et al., 
2001 
1999 – 2006 França (1999 – 2005) Declínio na incidência de 
listeriose. 
(2006) Aumento abrupto da infecção 
causada pela L. monocytogenes. 
GOULET, et al., 
2008 
2000 França Consumo de produto suíno defumado 
contaminado resultou em 7 óbitos. O 
produtor retirou do mercado todos os 




2003 Reino Unido Surto de listeriose observou-se em 
mulheres grávidas que consumiram 
sanduíche proveniente do mesmo ponto de 
venda. 
DAWSON et al. 
,2006 
2003 - 2007 Estados unidos Declínio na incidência de infecções 
causadas por Campylocabter e alguns 
sorovares de Salmonella. 
Aumento significante de infecções 
causadas por Listeria. 
CDC, 2008 
2006 Brasil Relataram-se dois casos de peritonite 
bacteriana espontânea por Listeria 
monocytogenes em pacientes com cirrose. 
TOYOSHIMA et 
al., 2006 
2005-2008 Índia Observou-se aumento de surtos 
relacionados à listeriose, envolvendo 





3.3.1.4 PRESENÇA DE Listeria sp EM EMBUTIDOS 
 
Estudos no Brasil demonstram a presença de L. monocytogenes em 
alimentos cárneos. DESTRO et al.,(1991) relataram uma incidência de 32% de L. 
monocytogenes em diferentes alimentos, como carne, lingüiça, salsicha, leite “in 
natura” e queijo tipo “Minas Frescal”. Quanto às lingüiças, 80% das amostras foram 
positivas para o microrganismo. 





De acordo com os resultados obtidos por BERSOT et al. (2001), das 30 
amostras de mortadela analisadas, 11 (36,7%) foram positivas para Listeria sp, 
sendo oito (26,7%) para L. monocytogenes. 
LIMA, ROSSINI e POPERMAYER (2003) verificaram a ocorrência de L. 
monocytogenes em produtos cárneos, através da análise de 106 amostras de cinco 
tipos diferentes de lingüiças (de suína, se carne de frango, tipo calabresa, tipo mista 
e tipo toscana). A presença de Listeria sp foi evidenciada em 62 amostras (58,5%) e 
L. monocytogenes em 11 amostras (10,4%). A maior ocorrência de L. 
monocytogenes ocorreu em lingüiça de frango (18,2%). 
Em um estudo realizado por SILVA et al. (2004), foi isolada Listeria sp em 
100% das 41 amostras de lingüiças mistas do tipo frescal analisadas. Dentre as 
diferentes espécies, L. innocua foi isolada com maior freqüência (97,6% das 
amostras) seguida por L. monocytogenes (29,3%) e L. welshimeri (24,4%). 
Listeria monocytogenes possui elevada resistência fisiológica, sendo difícil, 
controlar ou prevenir sua contaminação em alimentos, principalmente naqueles que 
não sofrem tratamento térmico durante o processamento. Sua capacidade de 
colonização, multiplicação, e formação de biofilmes em equipamentos de plantas 
processadoras de alimentos tornam este microrganismo uma ameaça à indústria 
(RORVICK et al., 2003). Assim, cuidados especiais, como adoção de boas práticas 
de higiene durante as etapas de produção de alimentos, associados às técnicas de 
preservação do produto final tornam-se imprescindíveis (FENLON, 1999). 
 
3.3.1.5 MÉTODOS PARA ISOLAMENTO DE Listeria sp 
 
Listeria monocytogenes não era considerada um importante patógeno em 
alimentos até ocorrem alguns surtos de listeriose no início dos anos 1980; devido ao 
consumo de alimento contaminado. Conseqüentemente, alguns meios seletivos 
foram desenvolvidos para o isolamento de Listeria monocytogenes em alimentos. 
McBride e Girard (1960) e Vlaemynck et al., (2000) desenvolveram um meio seletivo 
para o isolamento de L. monocytogenes de amostras clínicas, mas foram 
encontrados problemas com a biota contaminante como Streptococcus, 
Micrococcus, Enterobactérias e Pseudomonas.  Muitas modificações do meio foram 
subseqüentemente desenvolvidas como o Modified McBride’s Ágar, porém a 





seletividade era insuficiente. Muitos investigadores buscavam melhorar a 
seletividade propondo modificações de fórmulas.  
O desenvolvimento do cloreto de litio feniletanol moxalactam Ágar LPM por 
Lee e McClain (1986), apud Vlaemynck et al.,(2000), foi uma significante melhoria 
para o isolamento de Listeria monocytogenes considerando a resistência geral de 
Listeria sp frente ao cloreto de lítio e cefalosporinas, como moxalactam e  
ceftazidina. Estes princípios são a base para outros meios seletivos. O caráter 
indicativo neste meio ainda estava baseado no desenvolvimento de colônias 
azulado-acinzentadas quando do uso da iluminação de Henry (VLAEMYNCK et al., 
2000).  A adição de esculina ao meio resultando na formação de colônias verde 
acinzentadas puxando para preto, em alguns casos, o meio também modificava sua 
cor para preto, tornavam mais fácil à visualização e identificação das colônias.  
Estes elementos foram explorados, posteriormente, na maioria dos meios usados 
para o isolamento de Listeria sp, como Ágar Oxford (CURTIS et al., 1989), Ágar 
Oxford modificado (McCLAIN E LEE, 1988) e Ágar PALCAM (VAN NETTEN et 
al.,1989). Porém ainda havia necessidade de um meio que pudesse distinguir 
Listeria monocytogenes e Listeria sp não patogênica. Além disso, sabe-se que 
durante o enriquecimento em caldo seletivo, Listeria monocytogenes pode ser 
inibida pelo rápido crescimento de Listeria innocua.  
O Ágar hemolítico ceftazidina  cloreto de lítio – HCLA, “enhanced haemolysis 
agar” – EHA e algumas modificações deste, Listeria monocytogenes Ágar sangue - 
LMBA, recentemente  desenvolvido Rapid L’mono de Foret & Dorey (1997), o meio 
ALOA, e Ágar Base Listeria Cromogênico (ISO) CM 1080 e CM 1084 ambos 
fornecidos pela Oxoid (OTTAVIANI et al.,1997) são exemplos de tais meios que 
possibilitam a diferenciação de Listeria monocytogenes de Listeria sp (VLAEMYNCK 
et al., 2000).  
O enriquecimento seletivo realizado em duas etapas (a primeira em caldo Half 
Fraser, e a segunda em caldo Fraser), tem a finalidade de inibir a microbiota 
acompanhante, permitindo a recuperação de baixos números de células de Listeria 
sp.  
O efeito seletivo do caldo Half Fraser é exercido pela associação de ácido 
nalidíxico e acriflavina, e no caldo Fraser pelo cloreto de lítio, ácido nalidíxico, 
acriflavina e citrato de ferro. O enegrecimento do meio evidencia a presença de 





Listeria sp. Após 48 horas de incubação, as culturas que não enegrecem, são 
consideradas negativas (DIFCO E BBL MANUAL, 2003). Na seleção e isolamento 
em ágar PALCAM, observa-se a não fermentação do manitol e a formação de 
esculetina pela hidrólise da esculina, reação revelada pela presença de ferro 
trivalente. Palcam é meio sólido onde se encontram presentes as substâncias sulfato 
de polimixina B, cloreto de lítio, ceftazidina e cloridrato de acriflavina, com a 
finalidade da inibição da biota acompanhante. Listeria monocytogenes hidrolisa a 
esculina dando como resultado a formação de um halo negro ao redor das colônias 
(Figura 02).  
Este agente não fermenta o manitol, o que o diferencia de contaminantes 
como Enterococcus e Staphylococcus (DIFCO E BBL MANUAL, 2003).  
 
FIGURA 02   ISOLAMENTO DE Listeria sp PELO MEIO PALCAM 
 
O ágar base Listeria Cromogênico (ISO) CM 1080, para seleção e isolamento, 
utiliza o princípio básico dos meios existentes pela adição dos agentes seletivos 
inclusive cloreto de lítio, ceftazidina, polimixina B, ácido nalidíxico e anfotericina para 
reduzir o desenvolvimento de competidores. No entanto o ágar base Listeria 
Cromogênico (ISO) CM 1084 somente utiliza como agentes seletivos o cloreto de 
lítio, polimixina B e ácido nalidíxico, não conseguindo reduzir o eventual crescimento 
de bolores e leveduras.  
Em ambos os meios a esculina é substituída por um substratocromogênico e 
um substrato enzimático (lecitina e fosfatidilinisitol), onde, a hidrólise da lecitina pela 
enzima fosfolipase C resulta em um aparecimento de colônia azulada típica para 





todas as listerias e a capacidade de diferenciar Listeria monocytogenes de outras 
Listerias sp,  pela produção de um halo opaco claro que cerca as colônias.  
A combinação cromogênica X-glucoside é somada com o substrato para a 
detecção da β- glucosidase, que é comum para toda a espécie de Listeria, 
resultando em colônias de coloração azul. A diferenciação da Listeria 
monocytogenes da Listeria sp é baseada na produção de fosfatidilinositol-específico 
fosfolipase C em cepas de Listeria monocytogenes que somado a um substrato 
purificado específico resulta em um halo opaco claro ao redor das colônias de 
Listeria monocytogenes (Figura 03) (VLAEMYNCK et al., 2000). 
A confirmação bioquímica e diferenciação das espécies são realizadas por 
meio da verificação da produção de beta-hemólise em Ágar sangue de cobaia 
(L.monocytogenes é positiva), prova de CAMP-test (L. monocytogenes produz 
reação de CAMP positiva com Staphylococcus aureus ATCC 25923 e negativa para 
Rhodococcus equi ATTC 6939), motilidade característica no Ágar motilidade 
modificado (Listeria sp apresenta crescimento móvel característico em forma de 
guarda-chuva), capacidade de fermentar ramnose e, α - metil D – manosídeo, 
incapacidade de fermentar xilose e o manitol (OXOID MANUAL, 2008).  
 
FIGURA 03   ISOLAMENTO DE Listeria sp PELO MEIO CM 1084 
 
                                     FONTE: OXOID MANUAL, 2008 
 





3.3.1.6 MÉTODOS DE DETECÇÃO DE Listeria sp 
 
L. monocytogenes é um microrganismo não facilmente diferenciado das 
outras espécies de Listeria não patogênicas. Vários métodos convencionais, como 
os da International Organization for Standardization (ISO, 1996), United State of 
Department of Agriculture – Food Safety and Inspection Service (USDA – FSIS, 
1989); Bacteriological Analytical Manual (BAM) (HITCHINS, 1998) e AOAC 
Internacional, (AOAC, 1999), requerem vários dias e um grande número de provas 
bioquímicas para a identificação e diferenciação das espécies (HOCHBERG et al., 
2001).  
Na tentativa de melhorar a capacidade de detecção de L. monocytogenes e 
tornar os resultados mais rápidos e confiáveis, estes métodos, apesar de aceitos, 
sofrem constantes modificações (DONNELY, 1999). 
 Apesar do longo tempo envolvido na sua execução, do volume de trabalho e 
do custo em termos de vidraria, equipamentos de laboratório (estufas, geladeiras, 
autoclaves, contadores, etc.) e suprimentos, os métodos convencionais apresentam 
a grande vantagem de serem utilizados já há muito tempo e de serem reconhecidos 
como oficiais, tanto nacional como internacionalmente (FRANCO, 1994). 
Métodos alternativos para detectar L. monocytogenes têm sido desenvolvidos, 
mas, geralmente, requerem tempo próximo ao do convencional para o procedimento 
de confirmação para resultados positivos presuntivos. 
Na pesquisa de Listeria uma etapa inicial de enriquecimento é quase sempre 
usada para facilitar a recuperação de organismos injuriados que podem ser 
encontrados em amostras de alimentos processados. Além disso, ela pode 
promover a multiplicação seletiva do organismo alvo. Gray et al. (1948) descreveram 
um dos primeiros protocolos de enriquecimento de Listeria, em que amostras eram 
mantidas a frio (4ºC), em meio não-seletivo, por vários meses. Desta maneira, 
conseguiam limitar o crescimento de organismos competidores e tirar proveito da 
característica psicrotrófica de Listeria. Embora o método de enriquecimento a frio 
tenha mostrado alta sensibilidade, o tempo para a obtenção dos resultados limitou 
seu potencial para aplicação prática como um método de detecção (DONNELY, 
1999). 





Esforços para reduzir o tempo de recuperação e o isolamento de Listeria sp 
em matrizes complexas e amostras ambientais resultaram no desenvolvimento de 
diferentes caldos de enriquecimento e ágares seletivos e diferenciais (DONNELY, 
1999). 
Problemas associados aos métodos convencionais ocorrem por exemplo, 
com  que células de L. monocytogenes injuriadas que podem não se recuperar nos 
meios empregados, ou outras espécies de Listeria podem multiplicar-se mais 
rapidamente, sobrepondo-se à população de L. monocytogenes. Com isso, há 
possibilidade de resultados falso-negativos. 
Outros microrganismos acompanhantes podem também se multiplicar mais 
rapidamente que L. monocytogenes, interferindo na sua detecção (DONNELLY, 
1999; PETRAN E SWANSON, 1993). Vários são os métodos não convencionais 
para a pesquisa de Listeria sp. Em alimentos, porém poucos são específicos para L. 
monocytogenes. De modo geral, todos os testes requerem um enriquecimento 
primário, para aumentar seletivamente a população alvo para níveis detectáveis 
(ROCOURT, 1999). 
Devido à tolerância zero para L. monocytogenes em alimentos prontos para o 
consumo em alguns países e à freqüente presença de baixas populações de L. 
monocytogenes nos alimentos em geral (ZHANG et al., 2004), o método de escolha 
deve ser muito sensível, capaz de detectar 1 célula / g do produto (INGIANNI et al., 
2001) e apresentar alta especificidade, prevenindo a ocorrência de resultados falso-
positivos. 
Um teste ótimo para utilização em rotina deve ser de fácil execução por 
técnicos não especializados, específico para L. monocytogenes, rápido, com a 
possibilidade de obter-se o resultado em poucos dias, adequado para automação 
(INGIANNI et al., 2001). 
A obtenção de resultados em um período curto de tempo possibilita eventuais 
correções durante o processamento do alimento, a retirada de um lote do comércio 
e, para produtos frescos, a comercialização mais rápida (BARBUTI et al., 2000). 
Os métodos rápidos surgiram na década de 70 com o objetivo de abreviar o 
tempo para obtenção de resultados analíticos, simplificar o trabalho, e reduzir 
custos, no sentido de melhorar a produtividade laboratorial. A essas vantagens 
aliam-se outras como maior sensibilidade e especificidade que aquelas 





apresentadas pelo método convencional. Nos últimos anos, a área de métodos 
rápidos vem se desenvolvendo rapidamente, com a proposta de novos sistemas e 
instrumentos, destinados a variados tipos de análise (ALMEIDA, 2001; ALMEIDA et 
al., 2003). 
Recentemente, vários métodos alternativos para detecção rápida de células 
de Listeria têm sido desenvolvidos, os quais são baseados na hibridização de ácidos 
nucléicos (EMOND et al., 1993), amplificação de ácidos nucléicos (STARBUCK et 
al., 1992) ou uso de anticorpos específicos (RIJPENS et al., 1995). No entanto, eles 
nem sempre são apropriados para uso na indústria de alimentos. Até o momento 
nenhuma técnica empregando DNA tem poder discriminatório capaz de, em um 
único teste reconhecer todas as espécies de Listeria (RIJPENS et al., 1995). Além 
disso, os testes baseados na análise de DNA podem detectar células mortas, 
porventura presentes nos alimentos (ALMEIDA et al., 1999). 
Os testes de detecção rápida atualmente disponíveis incluem hibridização de 
ácidos nucléicos (Gene-Trak,  Darmstadt de origem alemã), métodos baseados 
imunodoseamento (Listeria visual imunodoseamento Bioenterprises Tecra, 
Roseville, desenvolvido na Austrália; VIDAS - Biomerieux, Marcy l'Etoile, ambos 
elaborados por franceses;  Listertest, Vicam, Watertown, promovidos por 
americanos), imuno-látex  aglutinação métodos baseados (Listeria Rapid Test, 
Oxoid),  Isothermal amplificação de ácidos nucleicos (Nasba, Organon  Teknika, 
Boxtel) e PCR (ProbeliaTM,  Sanofi Pasteur diagnósticos; Bax System-L. 
monocytogenes, Qualicon, Wilmington). No entanto, a maioria deles requer um 
passo enriquecimento seletivo e, conseqüentemente, ausência ou presença pode 
ser determinada, mas não quantificada (MARTÍN et al., 2004). 
A quantificação de L. monocytogenes em produtos cárneos é muitas vezes 
difícil, devido à elevada população da microbiota competitiva (CAPITA et al. 2001) e 
os baixos níveis de Listeria sp. Muitos métodos têm sido desenvolvidos para a 
quantificação de Listeria sp ou L. monocytogenes:  
Listeria-SELECT (CARROLL et al. 2000), ISO-GRID  método de filtro (ENTIS 
LERNER, 2000) e PCR em tempo real  (HEIN et al. 2001). No entanto, esses 
métodos são, em geral, demasiadamente caros e não adequados para análise de 
rotina em muitos laboratórios. 
 




3.3.2 Salmonella sp 
 A Salmonella sp recebeu este nome em homenagem ao seu descobridor, 
Daniel Salmon (TORTORA et al., 1993). Salmon e Smith descreveram a S. 
choleraesuis como agente etiológico de uma doença infecciosa em suínos, 
posteriormente identificada como sendo a Peste Suína Clássica em que a S. 
choleraesuis aparecia como agente secundário (JUBB et al., 1985). 
3.3.2.1 CARACTERÍSTICAS GERAIS DA Salmonella sp 
 
De acordo com o International Comission on Microbiological Specifications for 
Foods (ICMSF, 1996), a Salmonella é um gênero da família Enterobacteriaceae, 
sendo caracterizadas como bactérias Gram negativas, anaeróbias facultativas, na 
forma de bastonetes (Figura 04). As formas móveis possuem flagelos peritríquios. 
 
FIGURA 04      MORFOLOGIA DA Salmonella sp EM COLORAÇÃO DE 
GRAM 
 
FONTE: ADAMS E MASS, 1995 
 
De acordo com Adams e Moss (1995), a temperatura ótima para o 
crescimento deste microrganismo é de 35-37°C, onde a mínima é de 5°C podendo 
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chegar à temperatura máxima de 45°C. O pH ótimo para seu crescimento é 7,0. 
Quando os valores extremos para o crescimento são ultrapassados, pode ocorrer a 
morte da Salmonella.  
A atividade de água afeta o crescimento deste microrganismo. A atividade de 
água mínima para o crescimento do microrganismo é de 0,93. São destruídas 
facilmente por desinfetantes comerciais, utilizados na indústria de alimentos. As 
salmonelas são capazes de sobreviver por muito tempo nos alimentos e outros 
substratos (ICMSF, 1996). 
A dose infecciosa de Salmonella é elevada, 106 (UFC/g ou mL) podendo 
variar de acordo com a virulência do sorotipo, a sensibilidade do indivíduo e o 
alimento veiculado (ADAMS E MOSS, 1995). De acordo com Forsythe (2002) a dose 
infecciosa pode variar de 20 até 106 células. A dose infectante depende 
principalmente do status imunológico do hospedeiro, da virulência do agente e da 
composição química do alimento contaminado.  
Compondo a população de maior risco estão os neonatos, crianças, idosos e 
imunodeprimidos. Essa população apresenta uma resposta imunológica fraca em 
função da imaturidade ou debilitação do sistema imunológico, somada, em algumas 
situações à baixa produção de ácido clorídrico no estômago que favorece a 
colonização intestinal. Da mesma forma, o elevado conteúdo de gordura de alguns 
alimentos proporciona às bactérias certa proteção frente à acidez do estômago, 





As salmonelas podem ser classificadas em três grupos. Primeiramente, as 
que infectam somente os humanos: estas incluem a S. typhi, a S. parathypi A e a S. 
parathypi C. Este grupo inclui o agente das febres tifóide e paratifóide, que são as 
mais graves de todas as enfermidades produzidas por Salmonelas.  
A febre tifóide é a que tem o período de incubação mais longo, provoca 
temperatura corporal mais elevada, e o índice de mortalidade mais alto. A síndrome 
paratifóide é mais benigna que a tifóide.  
Em segundo aparecem as sorovariedades adaptadas a hospedeiros (algumas 
das quais são patógenas para o homem e podem ser contraídas a partir de 
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alimentos): estão incluídas S. gallinarum (aves), S. dublin (bovinos), S. abortus-equi 
(eqüinos), S. abortus-ovis (ovinos), e S. choleraesuis (suínos).  
No terceiro grupo estão as sorovariedades inadaptadas (sem preferência de 
hospedeiro). São patogênicas para as pessoas e para outras espécies animais, e 
incluem a maioria das sorovariedades transmitidas por alimentos (JAY, 1994). 
De acordo com Jay (1994) entre as diferentes espécies de Salmonella, 
S.choleraesuis possui o índice de mortalidade mais alto: 21%. 
Conforme Frazier e Westhoff (1993) as pessoas e os animais são direta ou 
indiretamente a fonte de contaminação dos alimentos com Salmonella. Também 
podem ser provenientes de gatos, suínos e dos bovinos, ainda que as fontes mais 
importantes de Salmonella nos alimentos são as aves, os ovos e os roedores. 
Cascas de ovos, ovos líquidos, ovos congelados são fontes importantes de 
contaminação. As salmonelas estão presentes no trato intestinal das aves e dos 
grandes animais de abate sem demonstrar sintoma algum de infecção. São 
encontradas nas fezes, nos gânglios linfáticos, no fígado e na vesícula biliar, nos rins 
e baço de animais clinicamente sadios (PRICE E SCHWEIGERT, 1994). 
Os indivíduos adquirem Salmonella quase exclusivamente devido ao 
consumo de água e alimentos contaminados com fezes de animais ou humanos, 
principalmente, cremes doces utilizados em tortas, maioneses, carne moída, 
lingüiças, ovos e carnes de aves, suínos e bovinos. As carnes suínas e bovinas são 
responsáveis por cerca de 13% dos surtos de salmonelose humana (MEAD et al. 
1999; SLUTSKER et al., 1999; BRENNER et al., 2000). 
A salmonelose pode se apresentar clinicamente nos animais na forma 
entérica (localizada) com diarréia ou na forma generalizada, afetando vários 
sistemas, resultado de septicemia. A enfermidade clínica causada ao homem pela 
ingestão de alimentos contaminados por Salmonella tem um período de incubação 
de 8 a 36 horas, com os extremos oscilando entre 5 e 72 horas (PARDI et al., 1995). 
Thorberg e Engvall (2001) relataram que os processos particularmente 
envolvidos no risco de contaminação por Salmonella sp no abate de suínos são a 
evisceração e a toalete, mas o escaldamento e a divisão da carcaça também podem 
introduzir microrganismos que resultam em uma maior contaminação ao fim da linha 
do abate. 
O aumento da incidência de salmonelose está associado ao aumento da 
população, ao aumento da criação e alimentação de animais com o uso de 
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antibióticos, ao aumento do consumo de carnes e derivados, à preparação maciça 
de alimentos, ao armazenamento inadequado e ao hábito crescente do consumo de 
produtos crus e mal cozidos (BARRETO, 2008). 
Entre os microrganismos importantes para a segurança alimentar, a 
Salmonella tem se destacado como causadora de infecções alimentares. Os 
produtos de origem avícola têm sido os mais comumente relacionados a surtos 
desta natureza em humanos. Entretanto, a contaminação da carne suína também 
pode vir a oferecer risco à população (WEGENER E BAGER, 1997). A ausência 
dessa bactéria em produtos de origem suína é de extrema importância para competir 
no mercado, que apresenta uma crescente exigência em relação à qualidade dos 
produtos. 
A partir da crescente ênfase na segurança de produtos cárneos que chegam 
ao consumidor, tem-se estimulado a identificação de meios para reduzir ou eliminar 
Salmonella sp antes do abate, uma vez que a redução das taxas de infecção pré-
abate resulta em aumento na segurança dos produtos cárneos (FUNK et al., 2001). 
 
3.3.2.3 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 
 
 Entre os bacilos Gram negativos que produzem gastroenterites de origem 
alimentar, os mais importantes são os representantes do gênero Salmonella sp 
(JAY, 2005).  
A salmonelose é uma infecção alimentar de alta incidência e de importância 
em saúde publica, com custo significativo para muitos países. Existem poucos dados 
acerca da participação dos alimentos de origem animal na epidemiologia de 
salmonelose humana nos países em desenvolvimento, contrastando com os países 
desenvolvidos onde eficientes pesquisas etiológicas são realizadas (LÁZARO et al., 
1997).  
A incidência real de salmonelas nas toxinfecções alimentares é desconhecida 
uma vez que, freqüentemente pequenos surtos não são relatados às autoridades de 
Saúde Pública. Milhões de casos são registrados anualmente em todo o mundo que 
resultam em mortes.  
O Center Disease Control (CDC) estima a ocorrência de 2 a 4 milhões de 
anuais com mais de 2000 subespécies de Salmonella (CDC, 2008). 
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No Quadro 03 descreve-se o levantamento epidemiológico efetuado entre os 
anos de 1986 a 2008 envolvendo incidências e surtos ocorridos decorrentes de 
toxinfecções causadas pelas formas patogênicas do gênero Salmonella. 
 
QUADRO 03 LEVANTAMENTO EPIDEMIOLÓGICO DE Salmonella sp 
Ano País Ocorrência Referência 
1986 -1993 Argentina Notificaram-se 150 surtos afetando 
mais de 600 pessoas, sendo que 
47,3% apresentaram Salmonella 
enteritidis como agente causador da 
toxinfecção 
CAFFER E EIGUER, 
1994 
1984 Portugal Relatou-se a freqüência de 
salmonelose em 92% dos surtos 
MACHADO E 
BERNARDO, 2002 
1991 – 1994 Itália Salmonella sp foi responsável por 81% 
dos surtos onde S. enteritidis estava 
relacionado a 34% deles 
MACHADO E 
BERNARDO, 2002 
1995 Brasil Notificou-se 56 surtos causados por 
Salmonella com 3516 casos e 5 óbitos 
CVE, 1995 
1995 – 2001 Comunidade 
Européia  
(13 paises) 
Relatou-se em 13 países 600.000 
casos de salmonelose humana por 
ano, em sua maioria causada por S. 
enteritidis e S. typhymurium 
GILL et al., 2002 
1999 - 2002 Brasil Registraram-se 878 surtos de 
toxinfecção alimentar, com 20471 
casos, dentre as bactérias envolvidas a 
Salmonella sp correspondeu a 25,6% 
dos surtos  
EDUARDO et al., 2003 
2000 Brasil Pão de queijo contaminado por formas 
patogênicas do gênero Salmonella foi o 
causador de surtos 
SOUZA et al. 2000 
2000 França Um surto foi envolvido ao consumo de 
sanduíches contaminados por 
Salmonella sp envolvendo 34 pessoas 
com registro de óbito de uma criança 
PENA et al, 2000 
2000 – 2004 Brasil O consumo de ovos ou maionese 
caseira foi responsável por 277 surtos 
BRASIL, 2004 
2004 Inglaterra 90% dos surtos alimentares foram FRANCO; 
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causados por Salmonella sp LANDGRAF, 2004 
 
2004 Estados Unidos, 
Canadá e Japão 
Dados relatam o aumento gradativo da 
incidência de salmonelose 
FRANCO E 
LANDGRAF, 2004 
2005 Estados Unidos Infecções por Salmonella, resultaram 
em 168.000 casos, 15.000 internações, 
580 mortes, com custo aproximado de 
3 bilhões de dólares 
WHO, 2005 
2007 Inglaterra e País 
de Gales 
Relatou-se que dos 101 surtos 
alimentares analisados, Salmonella sp 
foi responsável por mais da metade 
deles. 
HUGHES et al, 2007 
2008 Estados Unidos 40.000 casos de salmonelose foram 
relatados, resultando em 600 mortes 
CDC, 2008 
 
 Embora as notificações brasileiras sejam precárias, acredita-se que a 
incidência de doenças microbianas de origem alimentar em nosso pais seja bastante 
elevada. Mesmo em países desenvolvidos, nos quais o abastecimento de gêneros 
alimentícios é considerado seguro do ponto de vista de higiene e saúde pública, a 
ocorrência de doença desta natureza é significante e vem aumentando, apesar dos 
avanços tecnológicos nas áreas de produção e controle de qualidade. 
 
3.3.2.4 PRESENÇA DE Salmonella sp EM EMBUTIDOS 
 
Os suínos têm sido identificados em diversos países como importantes 
portadores de Salmonella sp (HALD et al., 2004; DAVIES et al., 2004) e nos últimos 
anos a carne suína, cada vez mais, reconhecida como potencial origem de 
salmonelose humana (HALD et al., 2004). 
No México, Bello-Pérez (1993) verificou que em 9.322 amostras de alimentos, 
encontrou-se Salmonella sp em 30% das lingüiças e 33% dos salsichões. Da mesma 
forma, Escartin et al. (1999), no mesmo país, encontraram 88,3% de embutidos 
positivos. 
Chaves et al. (2000) no Rio de Janeiro, encontraram 10% das amostras de 
lingüiça frescal de origem suína positivas para Salmonella sp enquanto Tavechio et 
al. (2002) relataram 5% de ocorrência de Salmonella em salsicha em São Paulo, e 
Lobo et al. (2001) encontraram a mesma porcentagem em salames coloniais no Rio 
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Grande do Sul. Lirio et al. (1999) observaram que a lingüiça crua (10%) foi o 
segundo alimento que originou maior número de isolamento de Salmonella em São 
Paulo. 
Surto devido a lingüiças contaminadas tem sido relatado nos Estados Unidos, 
onde a S. typhimurium foi isoladas (SAUER et al. 1997). Na Itália, Salmonella tem 
sido isolada em lingüiças de carne de suínos e também em curados (GIOVANNINI et 
al.,2004). 
Em trabalho realizado por Giovannini et al. (2004), na Itália, de um número 
total de 595 amostras de produtos suínos, 58 (9,7%) foram encontradas 
contaminadas por Salmonella. Quarenta (17,6%) das 227 lingüiças frescas, 9 (8,9%) 
das 101 lingüiças secas e 9 (5%) das 180 carnes frescas foram positivas para 
Salmonella sp. S. typhimurium foi a mais freqüentemente isolada (35,5%), sorovar 
esse que é o segundo maior causador de salmonelose em humanos (20,3% do 
casos) na Itália (SCUDERI et al., 1993). 
 
3.3.2.5 DETECÇÃO DE Salmonella sp 
 
A detecção de Salmonella sp em alimentos é uma técnica laboratorial que 
pode levar até 7 dias quando a análise é realizada pela metodologia tradicional, 
sendo necessários  4 dias para obtenção de resultado negativo confirmatório neste 
método (BENNETT et al., 1998).  
Para a indústria de alimentos, que retêm seus produtos até a obtenção dos 
resultados analíticos frente a um patógeno qualquer pesquisado, este tempo pode 
significar perdas econômicas, o que leva o analista a buscar alternativas analíticas 
mais rápidas.  
Em microbiologia de alimentos, a presença de um único organismo 
patogênico é considerada significante, ”considerando-se a dose infectante do 
agente”. Portanto, métodos e meios devem ser sensíveis o suficiente para detectar 
um número extremamente reduzido de células (TIEJEN E FUNG; 1995).  
Para pesquisa de Salmonella sp em alimentos, o método recomendado pelo 
Bacteriological Analytical Manual (BAM), American Public Health Association 
(APHA), Associação Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e Ministério da 
Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) é o método clássico de cultivo, 
desenvolvido com a finalidade de garantir a detecção desse microrganismo, mesmo 
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em alimentos que apresentem situações extremamente desfavoráveis para o seu 
desenvolvimento, como alimentos com microbiota competidora muito maior que a 
população de Salmonella sp, alimentos em que as células se encontrem em número 
muito reduzido e/ou alimentos em que as células se encontrem injuriadas pela 
técnica de preservação, como a aplicação de calor, congelamento, secagem, salga, 
cura, entre outros (ECKNER et al., 2002).  
O isolamento clássico de Salmonella sp pode ser dividido em quatro etapas: 
a) o pré-enriquecimento em caldo não seletivo para restaurar células injuriadas a 
uma condição fisiológica estável; b) enriquecimento seletivo, no qual a amostra é 
novamente colocada em caldo de cultivo contendo reagentes inibitórios que 
permitem a multiplicação de Salmonella sp, enquanto restringem a proliferação da 
maioria das outras bactérias; c) semeadura em meios sólidos seletivos que 
restringem a multiplicação de outras bactérias que não Salmonella (Figura 05); d) 
metodologias confirmatórias. A seleção dos meios de cultura e metodologia de 
preparo e cultivo das amostras varia de acordo com a fonte consultada, visando 
sempre, no entanto, obter as melhores condições de isolamento frente aos 
diferentes tipos de amostras (HAJDENWURCEL,1997). 
 
FIGURA 05 MÉTODO CONVENCIONAL BAM PARA ISOLAMENTO DE 
Salmonella sp PLAQUEAMENTO SELETIVO E 
DIFERENCIAL. ESQUERDA ÁGAR ENTÉRICO DE HEKTOEN 
(HE). DIREITA ÁGAR SALMONELLA -SHIGUELLA (SS) 
 
 
O Ágar semi-sólido Rappaport-Vassiliadis Modificado (MSRV) é derivado de 
melhorias efetuadas ao longo do tempo no Caldo Rappaport. Segundo o Manual  
Difco, (2003) o caldo de Rappaport segundo Rappaport, Konforti e Navon (1956), 
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incubado a 35°C, é baseado na habilidade de Salmonella sp em sobreviver em um 
meio de cultura de pressão osmótica relativamente elevada, capacidade de 
multiplicação em pH reduzido (5,2) e maior resistência ao verde malaquita, em  
conjunto com uma menor demanda nutricional.  
Algumas modificações foram introduzidas por Vassiliadis et al., (1976) no 
caldo Rappaport, como a redução na concentração de verde malaquita, o aumento 
na temperatura de incubação de 35°C para 43°C e a sua utilização após uma etapa 
de pré-enriquecimento. Esta modificação foi denominada meio de Rappaport-
Vassiliadis que apresenta uma maior atividade inibitória sobre a microbiota 
competidora do que a fórmula original (XIROUCHAKI, et al., 1982; VASSILIADIS, 
1983).  
Em estudo realizado por Van Schothorst e Renaud (1983), o caldo 
Rappaport-Vassiliadis (RV) permitiu o isolamento de Salmonela em 42 amostras 
ambientais, enquanto o caldo tetrationato verde brilhante e o caldo selenito-cistina 
detectaram apenas 60% e 29% dessas cepas, respectivamente. Kalapothaki et al., 
(1983) também relataram a superioridade do caldo Rappaport-Vassiliadis em relação 
ao caldo tetrationato verde brilhante no isolamento de Salmonella sp a partir de 
amostras de carnes. O princípio dos meios semi-sólidos está na obtenção de uma 
maior especificidade e facilidade de isolamento das cepas de Salmonella sp porque 
estão combinados em um único meio de enriquecimento, o crescimento seletivo e a 
capacidade de produzir flagelos, característica da maioria das cepas de Salmonella.  
Busse (1995), em uma revisão bibliográfica sobre meios de enriquecimento 
seletivo, concentra sua pesquisa bibliográfica no caldo RV e na sua evolução na 
forma do MSRV. Stuart e Pivnick (1965) estudaram o caldo selenito com 1,2% de 
ágar, o caldo Rappaport com 0,6% de ágar e o meio modificado de Rappaport 
adicionado de verde brilhante substituindo o verde malaquita. Os melhores 
resultados foram obtidos com o meio de Rappaport adicionado de verde brilhante e 
foi observado que o uso deste meio seguido de isolamento em Ágar EMB (Ágar 
eosina Azul de Metileno), geralmente, resultava em uma colônia pura de Salmonella 
sp.  
Outros autores que usaram o procedimento do tubo em formato de “U”, 
nomeado como tubo “U”, foram Banwart (1968), que tentaram aperfeiçoar o método 
testando o efeito do pH, força iônica e a ação do trifenilmetano na motilidade de 
enterobactérias.  
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Em 1974, Chau e Huang desenvolveram um meio de enriquecimento seletivo 
semi-sólido para tubo ”U“, para a pesquisa de Salmonella sp a partir de amostras 
fecais. Foi considerado um meio de cultura eficaz e simples, mas sua seletividade 
não era alta, porque permitia o desenvolvimento e migração de outras espécies 
bacterianas como Citrobacter freundii e Enterobacter cloacae. Este efeito na 
seletividade foi minimizado quando, em 1976, Chau e Huang introduziram na 
composição do meio, verde malaquita, cloreto de magnésio e novobiocina (20µg/ml). 
Com o material coletado na área de migração realizavam testes sorológicos para 
antígenos “H“ (BUSSE, 1995).  
Apesar dos meios semi-sólidos nos tubos em “U” permitirem o isolamento de 
um grande número de cepas de Salmonela, esses tubos apresentavam 
desvantagens como a necessidade de manuseio adequado, maior espaço para 
incubação e a limitação do seu uso devido ao formato peculiar (PERALES E 
AUDICANA, 1989).  
Uma modificação do método foi introduzida por Goossens et al., (1984) que 
trocaram os tubos em “U” por placas de Petri. Eles usaram o meio de Rappaport 
modificado contendo 3,2 g de ágar, 65 mg de verde malaquita oxalato e 17,25 g de 
MgCl por litro. Os nutrientes foram reduzidos para 60% da formulação do Rappaport. 
Em trabalhos comparativos, o uso deste meio incubado por 18 horas sob 
temperatura de 37°C, aumentou em 22,3% a sensibilidade (detecção de amostras 
positivas) comparada ao método cultural tradicional (DE SMEDT et al., 1986).  
Perales e Audicana (1989) avaliaram o efeito da temperatura de incubação na 
eficiência do meio MSR para a detecção de Salmonela a partir de 104 amostras de 
produtos cárneos. O microrganismo estava presente em 41 amostras, das quais o 
meio SR (Semi-sólido Rappaport) incubado a 35°C permitiu detectar 90,2%, o BGA 
(Agar Verde Brilhante), 63,4%, o meio SR incubado a 43°C, 58,5% e o BSA (Agar 
Sulfito Bismuto), 46,3%. O meio SR incubado a 43°C foi 100%  específico, seguido 
pelo SR a 35°C (72,6%), o BSA (36,6%) e o BGA (25,1%). O meio SR incubado a 
35°C forneceu a melhor combinação sensibilidade-especificidade. Apesar da 
incubação do meio SR a 43°C ter aumentado a especificidade do meio de 72,6% 
para 100%, houve uma perda considerável de sua sensibilidade.   
Um meio similar foi proposto por De Smedt et al., (1986) contendo 2,7 g de 
ágar, 37 mg de verde malaquita oxalato e 23,3 g MgCl2. O conteúdo de nutrientes 
também foi reduzido. Como uma modificação do RV, o ágar foi chamado MSRV 
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(Modificação do ágar semi-sólido Rappaport Vassiliadis). O mais seletivo, MSR, é 
incubado a 35-37ºC, enquanto para o MSVR foi proposto 43ºC (reduzido para 42ºC, 
Baird et al., 1989). Como toda a família Rappaport, este meio não contém açúcares. 
Essa modificação de De Smedt et al., (1986) tornou o meio mais  hipertônico.  
Foi observado que concentrações mais elevadas de ágar resultavam em 
zonas de migração muito reduzidas e concentrações menores, apesar de 
proporcionar uma detecção mais rápida, tornava o meio instável e frágil durante o 
manuseio das placas de Petri. 
A concentração de cloreto de magnésio de 2,33% e incubação a 42ºC foram 
suficientes para a inibição de Enterobacter cloacae e  Citrobacter diversus. A 
redução da concentração de ágar de 0,29 % para 0,27% aumentam a zona de 
migração, bem como o uso de 0,92% de triptose ao invés de triptona, resultou na 
formação de zonas de migração maiores (BUSSE, 1995). Estes fatores, combinados 
com uma temperatura de incubação de 42°C, permitiram condições adequadas para 
a multiplicação e consequente migração das cepas de salmonela (DE SMEDT et al., 
1986).  
A adição de novobiocina também é inibitória para Enterobacter cloacae e 
Citrobacter freundii (DE SMEDT et al, 1986; CHAU E HUANG, 1974). Desta forma a 
eficiência desse meio é decorrente da habilidade de Salmonella sp em migrar 
através do meio altamente seletivo que é conferido pela presença de oxalato de 
verde malaquita, cloreto de magnésio, novobiocina, temperatura de incubação a 
42ºC (O’DONOGUE et al., 1992) e pH reduzido, o que minimiza a migração da 
maioria das  Enterobacteriaceae móveis, exceto espécies de Salmonella sp. 
De Smedt e Bolderdjik (1986) demonstraram que um pequeno número de 
células (60 UFC/mL) podia ser recuperado, mesmo que o número de bactérias 
competidoras estivesse na ordem de 10. As cepas de Salmonella, se presentes na 
amostra, formam zonas de migração circular na superfície do meio MSRV atingindo 
de 10 a 40 mm de raio em 24 horas de incubação a 42°C, enquanto os demais 
microrganismos (Enterobacter  cloacae, Citrobacter freundii, Proteus mirabilis) são 
totalmente inibidos ou, quando se desenvolvem , as zonas circulares de migração 
não ultrapassam raios de 4 a 6  mm (DE SMEDT et al.,1986).  
Esta migração é caracterizada por uma zona turva esbranquiçada ao redor da 
gota de inoculação, que pode se espalhar por toda a extensão da placa. Se o meio 
permanecer de coloração azul, sem formação de zona turva, o teste é considerado 
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negativo (ausência de Salmonella sp móvel). O crescimento de microcolônias em 
volta da gota não é considerado como migração. O resultado falso-negativo não 
deve ocorrer com o meio MSRV porque Salmonella sp, ao se mover por quimiotaxia 
através do meio, forma os halos de migração que facilitam a visualização de seu 
crescimento, o que não acontece com os competidores (DE SMEDT et al., 1994). 
Devido à baixa incidência de sorotipos de salmonela imóveis (<0,1%) e ao 
percentual de amostras negativas para salmonela (90%), os métodos de detecção 
baseados na motilidade têm tido reconhecimento na rotina laboratorial, e entre eles 
o MSRV, por apresentar um número reduzido de falso-positivos resultando em 
rapidez na análise, e, conseqüentemente, redução de custos de armazenamento 
para a indústria de alimentos em geral (OGGEL et al.,1990). 
Em janeiro de 1993, a Association of Official Analytical Chemists (AOAC) 
adotou, preliminarmente, o método MSRV para a detecção de salmonela em 
amostras de cacau e produtos achocolatados e, em 1995, para dried milk products 
após a realização de estudos comparativos com o método tradicional  para estas 
classes de produtos (BOLDERDIJK E MILAS, 1996).  
Estudos comparativos foram efetuados utilizando o método MSRV frente a 
outros métodos de detecção de salmonela em amostras de alimentos, como 
imunoenzimático Salmonella - tek, Bactometer, tradicional, (O’DONOGUE et al., 
1992), modified 1-2 test e tradicional (OGGEL et al., 1990), não havendo diferença 
estatística nos resultados.  
Os procedimentos de cultivo padrão para o isolamento de Salmonella em 
alimentos são trabalhosos e requerem um mínimo de 4 dias para se obterem 
evidências presuntivas de contaminação (D’AOUST et al., 2000). A necessidade de 
métodos mais rápidos e menos laboriosos de detecção tem levado a avanços 
significativos no desenvolvimento de pesquisa e comercialização de “kits” de 
diagnóstico baseados em técnicas sorológicas, imunoabsorbância enzimática, 
hibridização de ácido nucléicos, entre outras (D’AOUST et al., 2003). Vários “kits” 
comerciais de diagnóstico baseados na técnica Enzyme-Linked Immunoabsorbent 
Assay (ELISA) estão disponíveis no mercado. Embora estudos comparativos tenham 
estabelecido sua equivalência com o método padrão de cultivo, é necessário validar 
a semelhança de sensibilidade entre ambas as metodologias (D’AOUST et al., 
2002). 
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A importância e precisão da utilização de ensaios imunológicos para fins de 
diagnóstico estão na diversidade de anticorpos formados para um mesmo antígeno 
e que podem ser escolhidos, no caso dos anticorpos monoclonais. Esta 
diferenciação ocorre devido aos vários tipos de imunoglobulinas formadas 
(HARLOW E LANE, 1988).  
O primeiro imunoensaio para Salmonella sp foi realizado em 1977 e, desde 
então, vários ELISA têm sido desenvolvidos, usando-se tanto anticorpos policlonais 
como monoclonais para detectar a maioria dos sorovares de Salmonella sp. Com o 
desenvolvimento da tecnologia de produção de anticorpos monoclonais, trabalhos 
utilizando essa metodologia surgiram mostrando uma maior sensibilidade na 
detecção deste microrganismo. Nove anticorpos monoclonais capazes de detectar 
Salmonella sp viva em alimentos foram produzidos posteriormente (TAPCHAISRI et 
al. 1999). Não houve significância nas reações cruzadas com outras bactérias.  
Dois “kits” comerciais receberam o “status” de oficiais pela AOAC (Association 
of Official Analytical Chemists), desde 1989. Em comparação com o método 
convencional, o tempo total é reduzido em 2 dias e a análise estatística dos dados 
não tem indicado diferenças significativas (D’AOUST et al., 2003).  Porém, o 
principal problema relatado por todos os métodos, que não o convencional, é o 
aparecimento de resultados falso-positivos e/ ou falso-negativos (BEUMER et al., 
1991). De acordo com os mesmos autores, resultados falso-negativos no teste 
ELISA podem ser eliminados utilizando-se um anticorpo monoclonal de alta 
especificidade (TAPCHAISRI et al. 1999). 
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3.4 MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS 
 
3.4.1 METODOLOGIA CONVENCIONAL 
 
 A detecção de Salmonella sp e Listeria sp em alimentos são freqüentemente 
realizadas pelo método tradicional chamado método clássico e foram desenvolvidos 
para a detecção de ambas as bactérias em situações desfavoráveis como é o caso 
de alimentos com a microbiota comprometida maior do que a população do 
microorganismo e/ou em alimentos nos quais as células bacterianas se encontrem 
em numero muito reduzido e/ou injuriadas por processo de preservação, como 
aplicação de calor, de congelamento ou de secagem (SILVA et al., 1997; 
GIOMBELLI, 2000). 
 As técnicas convencionais para detecção de Salmonella sp e Listeria sp em 
alimentos, embora apresentem algumas variações na seleção dos meios de cultura 
e na forma de preparação das amostras envolvem basicamente quatro etapas que 
podem ser aplicadas a qualquer tipo de alimento: pré-enriquecimento, 
enriquecimento seletivo, isolamento em meios seletivos sólidos, e identificação 
completa das colônias por meio de teste bioquímico e sorológicos (BAM, 1992; 
SILVA et al., 1997; BOER E BEUMER, 1999; REIS et al., 2002; GIOMBELLI E 
LOPES DA SILVA, 2002). 
 O pré-enriquecimento em caldo não seletivo objetiva a recuperação de células 
injuriadas por incubação da amostra por um período mínimo de 18 horas a 35-37°C. 
Vários meios podem ser utilizados nesta etapa, recomendados por órgãos nacionais 
e internacionais (SILVA et al., 1997; AOAC, 2002, FORTUNA E FRANCO, 2005). 
 A etapa de enriquecimento em caldo seletivo objetiva inibir a multiplicação da 
microbiota acompanhante e promover a elevação do número de microrganismos, 
inoculando-se o pré-enriquecimento em caldo seletivo por 18 a 24 horas em 
temperaturas recomendadas para cada caldo utilizado. Recomenda-se a utilização 
de no mínimo dois tipos de caldos seletivos, pois a resistências a estes 
microrganismos varias de cepa para cepa. A eficácia do isolamento depende da 
interação entre meios de enriquecimento seletivo, temperatura e tempo de 
incubação (SILVA et al., 1997; AOAC, 2002, FORTUNA E FRANCO, 2005). 
 O plaqueamento seletivo e diferencial tem como objetivo o desenvolvimento 
preferencial de unidades formadoras de colônias (UFC) com características típicas 
REVISÃO DE LITERATURA 
 
61
para posterior confirmação sorológica e bioquímica. Recomenda-se o plaqueamento 
com o mínimo três diferentes tipos de meios pelas mesmas razões citadas no 
parágrafo anterior (SILVA et al., 1997; AOAC; 2002, FORTUNA E FRANCO, 2005). 
 A primeira confirmação (testes preliminares – triagem) é realizada com o 
objetivo de verificar se as colônias típicas desenvolvidas na placa são realmente as 
bactérias pesquisadas (SILVA et al., 1997; AOAC, 2002, FORTUNA E FRANCO, 
2005). 
 A segunda confirmação é efetuada através de provas bioquímicas e 
sorológicas utilizadas para a identificação da espécie. Colônias características 
nesses meios devem ser submetidas ao testes sorológicos e bioquímicos para 
confirmação (FORTUNA E FRANCO, 2005). 
 
3.4.2 METODOLOGIA RÁPIDA / PRÁTICA 
 
 Nos últimos anos, vários métodos para detecção rápida foram propostos e 
dentre eles destacam-se as técnicas imunológicas. O primeiro ensaio 
imunoenzimático (EIA) foi reportado em 1977 com a necessidade de abreviar os 
resultados analíticos da Salmonella e melhorar a produtividade laboratorial 
(BEUMER et al., 1991; FRANCO, 1996). Os imunoensaios enzimáticos (EIA) 
baseados em técnicas de triagem podem contribuir para acelerar e simplificar a 
detecção de diversos tipos de patógenos em alimentos (AOAC, 2002) e são muito 
empregados por apresentarem diversas vantagens: simplicidade, rapidez, 
sensibilidade, especificidade e conveniência como método de triagem (FRANCO, 
1996). 
 As técnicas imunológicas, baseadas nas reações antígeno-anticorpo 
empregam anticorpos marcados com uma enzima cromogênica facilitadas por 
leitores automatizados sendo utilizado como método de triagem. Inúmeros ELISAS 
foram desenvolvidos, usando anticorpos policlonais e monoclonais que são capazes 
de detectar muitos sorotipos associados à infecção humana (BEUMER  et al., 1991; 
FRANCO, 1996; REIS et al., 2001; ALCOCER E OLIVEIRA, 2003). 
 Os métodos imunológicos contam com a especificidade de ligação do 
anticorpo com o antígeno. Para detecção de um microrganismo ou toxina microbiana 
específica, uma variedade de anticorpos é aplicada em diferentes tipos de amostras. 
A adequação desses anticorpos depende geralmente de sua especificidade. Anti-
REVISÃO DE LITERATURA 
 
62
soro policlonais contém uma variedade de anticorpos originários de diferentes 
células e, portanto, de diferentes especificidades. Muitos anticorpos usados em 
imunoensaios são derivados do soro de coelho ou carneiro. Uma desvantagem no 
uso de anti-soro policlonal em imunoensaio é a inconstância da resposta imune do 
animal. O desenvolvimento de anticorpos monoclonais aumentou e muito o campo 
de imunoensaios devido á comprovação consistente e pesquisas confiáveis de 
caracterização de anticorpos (BOER E BEUMER, 1999). 
 Entre os vários tipos de testes imunoenzimáticos existentes, tipo não 
competitivo (tipo sanduíche) é o mais empregado nos sistemas de triagem de 
microrganismos patogênicos em alimentos. Todos os sistemas regentes de EIA 
disponíveis para análise até o momento são heterogêneos onde os patógenos 
investigados, se presentes no produto em teste, são capturados por aglutinação 
através de anticorpos específicos adsorvidos à superfície de uma matriz sólida que 
dependendo do sistema, pode ser esferas de poliestireno, placas de microtitulação, 
partículas metálicas, papel etc. Na etapa seguinte, o complexo antígeno-anticorpo 
reage com o conjugado preparado, através da ligação do anticorpo específico para o 
microrganismo a ser detectado e com uma enzima cromogênica. Após um período, o 
conjugado não ligado presente é lavado e uma substância é adicionada. Em 
seguida, o sanduíche formado reage com o substrato da enzima cromogênica, 
resultando no desenvolvimento de cor. Substratos fluorogênicos também podem ser 
empregados e mensurados diretamente pela quantidade de fluorescência. Se a 
enzima está presente, o substrato será modificado, resultando em um produto que 
pode ser detectado por técnicas colorimétricas ou fluorométricas (SILVA et al., 1997; 
BOER E BEUMER, 1999; FRANCO, 1996). 
 Vários sistemas reagentes de ELISA têm sido empregados para detecção de 
Salmonella sp e Listeria sp. Estes geralmente requerem que o microrganismo alvo 
esteja em uma concentração 106 UFC/mL, apesar de alguns testes relatarem limite 
de sensibilidade de 104 (FORSYTHE, 2002). Tal requerimento justifica as etapas de 
pré-enriquecimento seletivo empregadas nas metodologias. O sistema reagente 
validado pela AOAC, para ambas as detecções, Salmonella sp e Listeria sp foi o 
sistema mini-VIDAS. Em comparação com métodos tradicionais, o tempo de ensaio 
é reduzido em até 2 dias e a análise estatística dos dados indica que não há 
diferença significativa entre eles. A essas vantagens aliam-se outras como: maior 
sensibilidade e especificidade, comparadas aos métodos convencionais. O maior 
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problema relatado com o método é a ocorrência de resultados falso-positivos ou 
falso-negativos. Resultados falso-positivos de ELISA podem ser eliminados usando 
combinações de anticorpos monoclonais de alta especificidade (BEUMER et al., 
1991; FRANCO, 1996; AOAC, 2002). 
 Historicamente, o sistema Vidas foi validado pela Association Française de 
Normalisation (AFNOR), em 17 de junho de 1994 como um método de análise 
rápida para todos os produtos para a alimentação humana.  Esta validação foi obtida 
de acordo com o método de referência descrito na França NF EN ISO 11290-1 
padrão.  O método também foi validado como método oficial N º 999,06 pela 
Association of Analytical Chemists (AOAC), em maio de 1999. O método Vidas trata-
se de um sistema de análise qualitativa imunoenzimática automatizada que utiliza 
pela técnica ELFA uma mistura de anticorpos monoclonais de captura com grande 
especificidade para detecção de antígenos (estirpes/cepas moveis e imóveis) nos 
produtos alimentares e nas amostras ambientais. Todas as etapas do teste são 
executadas automaticamente utilizando galerias plásticas descartáveis, constituídas 
de compartimentos contendo os reagentes necessários para o teste. A leitura e 
interpretação dos resultados também são automáticas (BOER E BEUMER, 1999; 
FRANCO, 1999; REIS et al., 2001; AOAC, 2002). 
 No sistema mini-Vidas o cone de utilização única serve tanto de fase sólida 
como de suporte de pipetagem para teste. O interior do cone está revestido com os 
anticorpos anti- Salmonella e anti- Listeria, absorvidos na sua superfície. Os outros 
reagentes estão prontos a serem usados e pré-repartidos no barrete. Todas as 
etapas do teste são efetuadas automaticamente pelo aparelho. Uma fração das 
alíquotas do caldo de enriquecimento aquecido é colocada no barrete e a amostra é 
submetida a um ciclo de aspiração e dispensação cuja duração foi especificamente 
calculada para ativar a reação. Os antígenos presentes no meio vão fixar-se aos 
anticorpos monoclonais aderidos ao interior do cone. As etapas de lavagem 
eliminam os elementos não fixados. Em seguida, os anticorpos conjugados com 
fosfatase alcalina são aspirados e dispensados pelo cone e vão fixar-se aos 
antígenos, que já se encontram fixados aos anticorpos da parede do cone. Novas 
etapas de lavagem o substrato é aspirado e dispensado pelo cone; a enzima do 
conjugado catalisa a reação de hidrólise no substrato em um produto cuja 
fluorescência emitida é medida a 450 nm (AOAC, 2002).  
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3.4.3 SISTEMA API 
 
É um sistema de identificação que utiliza testes miniaturizados e 
padronizados, sendo possível diferenciar todas as espécies das bactérias 
pesquisadas. O API possui microtubos contendo substratos desidratados para 
diversas provas bioquímicas, incluindo testes enzimáticos e fermentação de 
açúcares. Os resultados das reações são obtidos após 18 -24 h de incubação a 35 - 
37 °C, identificando a espécie. As reações produzidas durante o período de 
incubação traduzem-se pelas mudanças de cor espontâneas ou reveladas pela 
adição de reagentes. A leitura destas reações é efetuada com o quadro de leitura e 
a identificação obtém-se consultando a lista de perfis do folheto informativo ou com 
um sistema de identificação. A interpretação dos resultados deve ser feito por um 
profissional capacitado, levando-se em consideração os resultados da análise das 
colônias e análise microscópica. 
Os testes utilizados no presente estudo foram: API Listeria para identificação 
de Listeria sp e API 20-E que possibilita a identificação da família 
Enterobacteriaceae, o que possibilita o confirmação do patógeno Salmonella sp 
(BIOMERIEUX, 2008). 
 
3.4.4 CONSIDERAÇÕES SOBRE OS MÉTODOS MICROBIOLÓGICOS 
 
A busca por uma metodologia adequada e eficiente para detectar 
microrganismos em alimentos tem sido constante pelos pesquisadores da área 
(GIOMBELLI, 2000). Para utilização adequada de um critério microbiológico é 
necessária que a metodologia analítica a ser adotada seja relacionada corretamente. 
Muitos métodos podem ser utilizados para uma mesma determinação, 
conseqüentemente, a escolha do melhor método dependerá do método 
microbiológico adotado e da estrutura do laboratório (FRANCO E LANDGRAF,2004). 
Inúmeros métodos laboratoriais de análise (convencionais e rápidos ou 
práticos) podem ser utilizados para um mesmo fim e por isso é importante considerar 
quais os objetivos da análise, uma vez que estes determinam o seu tipo (um 
indicador ou um patógeno), o método (rapidez, precisão, repetibilidade, 
reprodutibilidade, etc), a alíquota analisada (produto final ou da linha de produção), a 
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interpretação do resultado, as ações a adaptar e os reajustes do processo 
(FRANCO, 1996, ICMSF, 2002, FRANCO E LANDGRAF, 2004). 
Recentemente a necessidade de creditação e o conceito de gerenciamento 
da qualidade total tem resultado em aumento da demanda para validação de 
métodos de controle da qualidade laboratorial. Entretanto, problemas associados 
com a microbiota não desejada, a injúria e estresse do microrganismo, e a influência 
dos constituintes dos alimentos na produtividade e seletividade dos meios de cultura 
ainda existem. A influência destes fatores pode ser minimizada se métodos 
validados para efeito do controle de qualidade para meios de cultura forem 
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Foram coletadas 51 amostras de lingüiça resfriada (Anexo 01) adquiridas em 
diferentes estabelecimentos comerciais do estado Paraná, e produzidas na região Sul do 
país, como demonstrado na Figura 06, na forma embalada no período de agosto à 
dezembro de 2008. Foi adquirida, por amostra, a quantidade mínima de 250 g de forma a 
manter a representatividade preconizada pela RDC 12 de 02/01/2001.  Após a coleta as 
amostras foram encaminhadas sob refrigeração durante o transporte para o laboratório e 
analisadas imediatamente ao seu recebimento. Somente foram analisadas as amostras 
que apresentaram a embalagem totalmente Íntegra. 
 
FIGURA 06 DISTRIBUIÇÃO, EM PORCENTAGEM, DOS LOCAIS 
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4.1.1 MEIOS DE CULTURA, SOLUÇÕES, REAGENTES E INSUMOS 
 
Utilizaram-se meios de cultura formulados conforme Food and Drug 
Administration (FDA, 1995) e disponíveis comercialmente dos Laboratórios Difco Ltda, 
Oxoid e Merck na forma desidratada. 
 
a) Pesquisa Listeria sp 
• Frascos com 225mL de Caldo Half Fraser suplementado com SR 0166E (Citrato 
Férrico Amoniacal 112mg, Ácido Nalidíxico 2,25mg, Acriflavina 2,8125mg) (Oxoid); 
• Tubos com 9 mL de Caldo Fraser suplementado com SR 0155E (Citrato Férrico 
Amoniacal 250mg, Ácido Nalidíxico 10mg, Acriflavina 12,5mg) (Oxoid); 
• Placas de Ágar Palcam suplementado com SR 0150E (Polimixina B 5mg, 
Acriflavina HCl 2,5 mg) (Oxoid) ; 
• Placas de Ágar Oxford seletivo para Listeria suplementado com Suplemento 
Seletivo Listeria (Formulação Oxford) SR0140E (Cicloheximida 200mg, Sulfato de 
Colistina 10mg, Acriflavina 2,5mg, Cefotetana 1mg, fosfomicina 5mg) (Oxoid); 
• Placas de Ágar Base Listeria Cromogênico CM 1080 (Oxoid) suplementado com 
Suplemento Seletivo Listeria Cromogênico SR 0227E (Acido Nalidixico 13mg, 
Polimixina B 38,350 IU, Anfotericina 5mg, Ceftazidima 3mg) e SR 0228E 
Suplemento Diferencial Listeria Cromogênico (Solução de lecitina 20mL) ; 
• Placas de Ágar Base Listeria Cromogênico (ISO) CM 1084 (Oxoid) suplementado 
com SR 0228E Suplemento Diferencial Listeria Cromogênico (Solução de lecitina 
20mL) e Suplemento Seletivo Listeria Cromogênico (ISO) SR 0226E; 
• Sistema Vidas Listeria (Biomerieux); 
• Barrete LIS (Biomerieux); 
• Tubos Sulfito Indol Motilidade com adição de 0,05% de cloreto de trifeniltetrazolium 
(SIM modificado); 
• Tubos inclinados de Ágar tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de 
levedura (TSA-YE); 
• API Listeria (Biomerieux). 
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b) Pesquisa de Salmonella sp 
• Água peptonada tamponada - ADPT (frasco de boca larga com 225 mL); 
• Caldo Selenito-Cistina – SC (10 mL em tubos 16x160 com tampa de aço-inox); 
• Caldo Rappaport-Vassiliadis Modificado - RV (10 mL em tubos 16x160 com tampa 
de aço-inox); 
• Caldo M (ref. bioMerieux 42077) 
• Sistema Vidas Salmonella 
• Barrete SLM 
• Cone SLM (Cones sensibilizados com anticorpos monoclonais específicos de 
antígeno de superfície das Salmonella)  
• Calibrador SLM (Antígeno purificado e inativado de Salmonella +conservante + 
estabilizante protéico ) 
• Controle Positivo SLM (Antígeno purificado e inativado de Salmonella + 
conservante + estabilizante protéico ) 
• Controle Negativo (Tampão TRIS – NaCL 150 mmolL – Tween pH 7,6 + 
conservante) 
• Cartão MLE (Ficha de especificações que contém os dados de fabricação 
necessários para a calibração do teste) 
• Placas com Ágar Salmonella -Shiguella (SS); 
• Placas com Ágar entérico de Hektoen (He); 
• Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI) (tubos 15 x 150 com tampa de baquelite); 
• Agar Lisina Ferro (LIA) (tubos 15 x 150 com tampa de baquelite). 
• Soro polivalente somático; 




Nas amostras coletadas foram realizadas as pesquisas de Salmonella sp e 
Listeria sp em 25 g de amostra.  
Para a pesquisa de Salmonella sp através do método convencional utilizou-se 
metodologia convencional descrita no Bacteriological Analytical Manual (BAM), elaborado 
pelo Food and Drug Administratios (FDA); Compendium of Methods for the Microbiological 
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Examination of Foods, (1992) e método rápido, por meio do sistema mini Vidas 
(Biomerieux), onde este utiliza critérios de presença e ausência de colônias em 25 gramas 
da amostra.  
Para a pesquisa de Listeria sp utilizou-se o método ISO 11290-1 (método 
convencional), e pelo sistema mini-VIDAS (Biomerieux), que caracteriza a presença e 
ausência do microorganismo em 25 gramas da amostra analisada. 
 
4.2.1 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS PARA ANÁLISE 
 
 A preparação das amostras para análise se desenvolveu da seguinte maneira: a 
retirada da fração para análise foi feita de forma a garantir que a porção removida 
representasse o conteúdo da unidade de amostra. As frações para análise, porções de 25 
g, foram retiradas assepticamente em cabine de segurança biológica, e colocados em 
sacos plásticos estéreis, próprios para o Stomacher, tendo seu peso descontado 
previamente em balança analítica.  
 
4.2.2 PESQUISA Listeria sp 
 
4.2.2.1 MÉTODO DE CULTURA CONVENCIONAL COMO RECOMENDADO PELA ISO 
11290-1 
• Enriquecimento primário 
Para o enriquecimento primário em 25g da amostra foram adicionados 225mL de 
Caldo Half Fraser suplementado. Após homogeneização em Stomacher por 2 minutos, 
este foi incubado a 30°C por 24 horas. 
 
• Enriquecimento secundário 
Nesta segunda etapa, 1mL do enriquecimento primário foi adicionado em 9mL de 
Caldo Fraser suplementado, e incubado a 37°C por 48 horas. 
 
• Plaqueamento seletivo 
Após enriquecimento secundário procedeu-se o estriamento em duplicata em placas 
nos seguintes meios seletivos: 
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o Ágar Palcam suplementado; 
o Ágar Oxford seletivo para Listeria suplementado; 
o Ágar Base Listeria Cromogênico CM 1080 (Oxoid) suplementado; 
o Ágar Base Listeria Cromogênico CM 1084 (Oxoid) suplementado. 
Estes foram submetidos a incubação a 37°C por 48 horas. 
As colônias típicas de Listeria em Ágar Oxford e Palcam apresentam se esféricas e 
circundadas por halos pretos resultantes de hidrólise da esculina. 
Foram selecionadas 3 a 5 colônias de cada placa contendo colônias típicas para 
posterior confirmação. 
 
Confirmação com colônias típicas 
A confirmação das colônias típicas desenvolveu-se por meio da seleção de 
colônias típicas seguida pelo estriamento por esgotamento em tubos de Agar 
Tripticase de soja suplementado com 0,6% de extrato de levedura (TSA-YE), e 
incubadas a 30°C/ 24 e 48 horas.  
Inoculou-se, a partir do enriquecido, em tubos de sulfito indol Motilidade com 
adição de 0,05% de cloreto de trifeniltetrazolium (SIM modificado), em incubação a 
25°C por ate 7 dias e observação diária, para realização da prova de motilidade. 
As cepas de Listeria sp são móveis a temperatura de 25°C e desenvolvem uma 
zona de migração típica espalhando se na parte superior do meio e mantendo-se 
restritas à picada no fundo do tubo. Este tipo de migração produz uma massa de 
crescimento característico lembrando um guarda-chuva.  
Paralelamente procedeu-se a identificação das cepas pelo sistema API Listeria. 
O fluxograma de análise para detecção da Listeria sp em alimentos pelo método 
ISO está apresentado na figura 07. 
 
FIGURA 07 FLUXOGRAMA DE ISOLAMENTO DE IDENTIFICAÇÃO DE 
Listeria sp PELO MÉTODO CONVENCIONAL ISO 11290-1 
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4.2.2.2 MÉTODO MINI-VIDAS 
• Enriquecimento primário 
Para o enriquecimento primário em 25g da amostra foram adicionados 225 mL 
de Caldo Half Fraser suplementado, após homogeneização em Stomacher por 2 
minutos, este foi incubado a 30°C por 24 horas. 
 
• Enriquecimento secundário 
Nesta segunda etapa 0,1mL do enriquecimento primário foi adicionado em 9mL 
de Caldo Fraser suplementado, e incubado a 30°C por 24 horas. 
 
• Inativação celular 
Após enriquecimento secundário transferiram-se 2 mL para tubo estéril, aqueceu-
se em banho-maria a 95°C - 100°C por 15 minutos, arrefeceu-se o tubo 
imediatamente num banho de água fria.  
 
• Sistema mini-Vidas 
Transferiu-se 0,5 mL da suspensão inativada para o poço-amostra do barrete 
mini-Vidas LIS (Desenvolvimento da metodologia conforme preconizado pelo 
fabricante). Conservou-se o resto do caldo a 4° C para confirmação em caso de 
resultado positivo. Nesta situação procedeu-se ao plaqueamento seletivo, 
identificação bioquímica e sorologia, adotando a mesma metodologia do 
procedimento convencional, e por fim avaliação confirmatório desenvolvida pela 
sistema API Listeria. 
O fluxograma de análise para detecção da Listeria sp em alimentos pelo 
método mini-vidas está apresentado na figura 08. 
 
FIGURA 08 FLUXOGRAMA DE IDENTIFICAÇÃO DE Listeria sp PELO 
MÉTODO MINI-VIDAS 
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4.2.2.3 CONFIRMATÓRIO DE Listeria sp ATRAVÉS DO API LISTERIA 
 
• Purificação das colônias suspeitas de Listeria sp 
 As colônias típicas selecionadas para identificação bioquímica convencional 
foram também utilizadas para identificação através do API Listeria. Com uma alça de 
Henly, foi transferida uma colônia para um tubo de TSA-YE inclinado seguido de 
incubação a 35° C por 24 horas. 
 
• Preparo do inóculo 
 Com uma alça de níquel-cromo foi transferida uma pequena quantidade de 
crescimento bacteriano do tubo de TSA-YE inclinado para uma ampola contendo 2 
mL de água desmineralizada, obtendo-se uma suspensão bacteriana com uma 
turbidez de 0.5 pontos na escala de McFarland. 
 
• Preparação da câmara úmida 
 A câmara úmida, onde foi incubada a galeria contendo os microtubos com 
ágar desidratado em atmosfera úmida, foi formada pela própria bandeja e tampa do 
kit, adicionando-se 5mL de água. 
 
• Inoculação distribuída 
Foi distribuída a suspensão bacteriana em cada microtubo, evitando-se a 
formação de bolhas. No primeiro teste, DIM, foram adicionados 100μL do inóculo e, 
nos demais, 50 μL. A exatidão da inoculação é muito importante, uma vez que, um 
microtubo com inóculo insuficiente, ou em excesso pode causar resultado falso-
positivo ou falso-negativo. Incubou-se a câmara úmida, contendo a galeria 
inoculada, a 35° C - 37° C por 18 – 24 horas em condições aeróbicas. 
 
• Leitura e Interpretação da galeria 
 Adicionou-se 1 gota de reagente ZYM B ao teste DIM e, após 3 minutos, foi 
realizada a leitura de todos os testes, conforme exemplo apresentado na Figura 09. 
 Anotaram-se todos os resultados obtidos em uma ficha de resultados, da qual 
configuraram-se os testes dos microtubos como positivo ou negativo, de acordo com 
a coloração formada.  
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 Os resultados obtidos foram transcritos em um perfil numérico, onde a 
combinação numérica revela a identificação de espécie do microrganismo. 
  
FIGURA 09 SISTEMA API LISTERIA – IDENTIFICAÇÃO: Listeria 
monocytogenes 
 
Legenda: (Substrato enzimático) negativo, (Esculina Citrato de Ferro) positivo, (4-
nitrofenil-D-manopiranosido) positivo, (D-arabitol) positivo, (D-Xylose) negativo, (L-
Rhamnose) positivo, (Metil-D-glucopiranosido) positivo, (D-Ribose) negativo, 
(Glicose-1-Fosfato) negativo, (D-Tagatose) negativo, 
 
4.2.3 PESQUISA DE Salmonella sp 
 
4.2.3.1 MÉTODO CONVENCIONAL BAM 
 
O fluxograma de análise para detecção da Salmonella sp em alimentos 
pelo método convencional está apresentado na Figura 10. 
 
• Pré-enriquecimento em caldo não seletivo 
Vinte e cinco gramas da amostra foram pesadas assepticamente  e 
adicionadas a  225 mL de caldo de pré-enriquecimento (ADPT) com 
homogeneização   em “Stomacher”.  Os frascos foram incubados a 35 ± 0,2°C em 
estufa bacteriológica por 24 horas, com as tampas ligeiramente afrouxadas.  
 
• Enriquecimento em caldo seletivo 
Após incubação, o frasco com o caldo de pré-enriquecimento foi agitado 
delicadamente e foi transferido deste, 1,0 mL para 10,0 mL de Caldo Selenito Cistina 
(SC) e 0,1 mL para 10,0 ml de Caldo Rappaport -Vassiliadis Soja Peptona (RVS) os 
quais foram incubados em estufa bacteriológica a  42± 0,2°C por 24 horas. 
 
 




• Plaqueamento seletivo diferencial 
Os enriquecimentos em caldo seletivo foram estriados na superfície de 
placas de Agar SS e Agar HE que foram posteriormente incubadas de forma 
invertidas a 35± 0,2°C por 24 horas. Após período de incubação foi verificado o 
desenvolvimento de colônias típicas de Salmonella. Em HE as colônias típicas 
apresentam-se transparentes, verde-azuladas, com ou sem centro preto. As cepas 
fortemente produtoras de H2S podem produzir colônias inteiramente negras. Em SS 
as colônias típicas apresentam-se transparentes geralmente com centro negro. 
 
• Confirmação bioquímica e sorológica 
Quando da ocorrência de colônias típicas foram selecionadas, duas 
colônias típicas de cada placa para confirmação preliminar nos tubos de Ágar LIA e 
Ágar TSI.  Com o auxílio de uma agulha de inoculação, foi removida uma porção da 
massa de células, do centro da colônia típica que foi inoculada em tubos inclinados 
de Ágar LIA e Ágar TSI. A inoculação foi feita por picada e estrias na rampa, foi 
utilizada a mesma alçada para inocular ambos os tubos. Não é necessário nem 
recomendado flambar a agulha e retirar outra porção da colônia, entre um tubo e 
outro. Os tubos foram incubados a 35± 0,2°C por 24 horas e foi observada a 
ocorrência de reação típica de Salmonella. 
Reação típica de Salmonella sp em TSI: rampa alcalina (vermelha) e fundo 
ácido (amarelo), com ou sem produção de H2S (escurecimento do ágar). Reação 
atípica e, TSI, que não deve ser descartada se as demais reações em LIA se 
apresentarem típicas: rampa e fundo ácidos (amarelos), com ou sem produção de 
H2S. Reação típica de Salmonella sp em LIA: fundo e rampa alcalinos (púrpura, sem 
alteração da cor do meio), com ou sem produção de H2S (escurecimento do meio).  
Reação atípica em LIA, que não deve ser descartada se as demais reações em TSI 
se apresentarem típicas: fundo amarelado com rampa alcalina, com ou sem 
produção de H2S. 
 Quando as placas de HE ou SS apresentaram colônias típicas, porém 
não isoladas de Salmonella, foi estriada uma alçada da colônia, tomada no centro e 
sem tocar nas colônias adjacentes, em placas de HE e SS, para purificação da 
cultura. Somente então, a partir da cultura pura, foram inoculados os tubos de LIA e 
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TSI.Os tubos de TSI utilizados foram inclinados com fundo de no mínimo 2,5 cm e 
incubados com a tampa ligeiramente afrouxada, para manter condições aeróbicas. 
Este cuidado objetivou prevenir a excessiva produção de H2S e reações ácidas 
errôneas na rampa. Se ainda assim, ocorrendo excessiva produção de H2S, 
mascarando a reação ácida do fundo, assumiu-se a reação como típica. 
Os tubos de LIA utilizados foram inclinados com fundo de, no mínimo 2,5 
cm, e incubados com a tampa bem fechada, porque a reação de descarboxilação da 
lisina ocorre em anaerobiose. A exclusão do ar previne falsos resultados positivos 
resultantes da desaminação oxidativa das peptonas do meio de cultura.      
A partir da cultura de 24 horas em TSI com reação suspeita de Salmonella 
foi realizado o teste sorológico somático polivalente em lâmina de vidro ou placa de 
Kline. Em dois quadrados foram colocadas duas gotas de soro fisiológico e uma 
alçada do microrganismo a partir o Agar TSI.  A cultura foi bem emulsionada. Sobre 
um dos quadrados foi adicionada uma gota de anti-soro polivante anti-Salmonella e 
foi bem emulsionado. Segurando a lâmina contra um fundo preto bem iluminado, 
foram feitos delicados movimentos de inclinação e rotação da lâmina, para 
movimentar a emulsão, por um minuto, foi então observada a ocorrência de 
aglutinação no quadrado com o anti-soro (prova positiva). Foi comparado o resultado 
obtido com a aparência da emulsão no quadrado com salina (controle negativo), 
para não confundir a aparência turva da emulsão com a reação de aglutinação. 
Eventualmente pode ocorrer aglutinação em ambos os quadrados (reação 
inespecífica), provavelmente causada por cepas rugosas e auto-aglutináveis. 
 
FIGURA 10 FLUXOGRAMA DE IDENTIFICAÇÃO DE Salmonella sp PELO 
MÉTODO CONVENCIONAL BAM 
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4.2.3.2 MÉTODO RÁPIDO MINI-VIDAS 
 
O fluxograma de análise para detecção da Salmonella sp em alimentos 
pelo método mini-vidas está apresentado na Figura 12. 
Adicionam-se assepticamente 25 g da amostra em 225 mL do caldo de 
ADPT. Homogeneizou-se utilizando um saco Stomacher e incubou-se 24 ±2 horas a 
35°C. Após incubação, o frasco com o caldo de pré-enriquecimento foi agitado e  foi 
transferido deste  1,0 mL para 10,0 mL de Caldo SC e 0,1 mL para 10,0 mL de 
Caldo Rappaport-Vassiliadis Soja Peptona (RVS) os quais foram incubados em 
estufa bacteriológica a  42± 0,2°C por 24 horas.  
Após incubação, transferiu-se 1 mL de cada caldo de enriquecimento 
seletivo para tubo contendo caldo M, incubou-se  a  42± 0,2°C por 24 horas. 
Transferiram-se 2 mL do enriquecido para tubo  estéril, desenvolveu-se técnica de 
inativação do antígeno, fazendo-se aquecimento em banho-maria a 100° C durante 
15 minutos. Em seguida resfriou-se em água fria,  transferiu-se 0,5 mL para a 
barrete /tira VIDAS SLM (conforme preconizado pelo fabricante). Conservou-se o 
resto do caldo a 4° C para confirmação em caso de resultado positivo. Nesta 
situação procedeu-se ao plaqueamento seletivo – diferencial e à confirmação 
bioquímica através do sistema API 20E e sorologia somática polivalente e lamina de 
vidro. 
 
4.2.3.3 CONFIRMATÓRIO DE Salmonella sp ATRAVÉS DO API 20E 
 
• Purificação das colônias suspeitas de Salmonella sp 
 As colônias típicas selecionadas para identificação bioquímica convencional 
foram também utilizadas para identificação através do API 20E (Figura 11). Com 
uma alça de níquel-cromo, foi transferida uma colônia para ágar nutriente seguida de 
incubação a 35° C por 24 horas. 
 
• Preparo do inóculo 
 Com uma alça de níquel-cromo foi transferida uma pequena quantidade de 
crescimento bacteriano do ágar nutriente para uma ampola contendo 2 mL de água 
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desmineralizada, obtendo-se uma suspensão bacteriana com uma turbidez de 0.5 
pontos na escala de McFarland. 
 
• Preparação da câmara úmida 
 A câmara úmida, onde foi incubada a galeria contendo os microtubos com 
ágar desidratado em atmosfera úmida, foi formada pela própria bandeja e tampa do 
kit, adicionando-se 5mL de água. 
 
• Inoculação distribuída 
Foi distribuída a suspensão bacteriana em cada microtubo, evitando-se a 
formação de bolhas. Nos testes Citrato de Sódio, Piruvato de Sódio, e Gelatina 
Bovina, foram adicionados 100μL do inóculo e, nos demais, 50 μL. Com a utilização 
de óleo de parafina desenvolveu-se anaerobiose nos testes L-arginina, L-lisina, L-
ornitina. A exatidão da inoculação é muito importante, uma vez que, um microtubo 
com inóculo insuficiente, ou em excesso pode causar resultado falso-positivo ou 
falso-negativo. Incubou-se a câmara úmida, contendo a galeria inoculada, a 35° C - 
37° C por 18 – 24 horas em condições aeróbicas. 
 
• Leitura e Interpretação da galeria 
 Adicionaram-se os seguintes reagentes: 
o Reagente TDA, sobre o teste L-triptofano (1 gota); 
o Reagente JAMES, sobre o teste L-triptofano (1 gota); 
o Reagentes VP 1 e VP 2, sobre o teste VP (1 gota de cada). 
Após 3 minutos, foi realizada a leitura de todos os testes. 
 Anotaram-se todos os resultados obtidos em uma ficha de resultados, da qual 
se configuram os testes dos microtubos como positivo ou negativo, de acordo com a 
coloração formada.  
 Os resultados obtidos foram transcritos em um perfil numérico, onde a 
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FIGURA 12 FLUXOGRAMA DE IDENTIFICAÇÃO DE Salmonella sp PELO 
MÉTODO MINI-VIDAS 
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4.2.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA DOS DADOS 
 
Para a análise de concordância entre resultados positivos e negativos na 
comparação do método ISO em relação aos ágares clássicos (PALCAM e Oxford) e 
cromogênicos (CM1080 e CM1084) para pesquisa de Listeria sp em lingüiça 
resfriada, foi calculada a porcentagem global de concordância, que é a porcentagem 
de diagnósticos positivos e negativos em concordância com as duas avaliações 
concordância positiva e também descrita como concordância positivo/positivo 
considerou-se o número de resultados positivos para os dois métodos. 
Concordância negativa, também chamada de concordância negativo/negativo, 
foi considerada pelo número de resultados negativos nos dois métodos. 
Discordância positiva ou também chamada discordância positivo/negativo 
apresentou-se por meio do número de resultados positivos observados pelo padrão 
comparativo e negativos para o analisado.  
Discordância negativa ou também chamada discordância negativo/positivo foi 
considerado o número de resultados negativos identificados no padrão de 
comparação e positivos no método a ser comparado. 
 Foi também utilizado o teste kappa não ponderado para comparação entre 
duas avaliações. Kappa é uma medida de concordância que não requer suposição 
acerca da classificação correta e que inclui uma correção para as concordâncias que 
seriam devidas apenas ao acaso. Kappa varia de -1 a +1. O valor de kappa +1 
indica concordância perfeita.  
Pode se considerar uma condição como concordante quando os valores  de 
concordância ficam acima de +0,75, enquanto que valores abaixo de +0,40 
representam concordância ruim. Os valores entre +0,40 e +0,75 representam 
concordância aceitável pouca ou boa. Um valor de kappa negativo seria indicativo 
de discordância sistemática. O valor zero representa concordância casual (JEKEL et 
al, 1999). 
 Levando-se em conta os métodos convencionais considerados como padrão 
de comparação, para as observações positivas e negativas para pesquisa de Listeria 
sp e Salmonella sp em lingüiça resfriada, foram calculadas as estimativas de 
sensibilidade, especificidade, prevalência, taxa de erro falso positivo e taxa de erro 
falso negativo. 
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A sensibilidade (S) de um método está relacionada com a sua capacidade de 
um método de não apresentar resultados falso-negativos (FN) e, a especificidade 
(E), com sua capacidade de não apresentar resultados falso-positivos (FP). 
Neste experimento foram considerados verdadeiros positivos, os resultados 
identificados como Listeria ou Salmonella, em ambas as metodologias. Foram 
considerados falso-negativos quando o método analisado apresentou resultado 
negativo em relação ao resultado positivo do método padrão. No entanto, falso 
positivo considerou-se quando as amostras do método analisado apresentadas 
como positivas, não foram confirmadas através do método padrão como Listeria sp 
ou Salmonella sp. 
Sensibilidade e especificidade dos métodos foram avaliadas pela equação de 
BEUMER et al., (1991). 
Todos os cálculos estatísticos foram efetuados utilizando-se a planilha 
eletrônica Excel (Microsoft®), com programação apropriada. 
 
4.2.5 MÉTODO EMPREGADO PARA AVALIAÇÃO DOS MEIOS SELETIVOS DE 
Listeria sp PELO MÉTODO ISO 11.290-1 
 
Considerando o terceiro passo da metodologia ISO 11290-1 para identificação 
de Listeria sp, este descrito como plaqueamento seletivo, consiste no processo de 
isolamento da bactéria, onde, no presente estudo desenvolveu-se avaliação com 
quatro ágares disponíveis comercialmente, sendo estes: 
o Ágar Palcam suplementado; 
o Ágar Oxford seletivo para Listeria suplementado; 
o Ágar Listeria Cromogênico CM 1080 (Oxoid) suplementado; 
o Ágar Listeria Cromogênico CM 1084 (Oxoid) suplementado. 
 
Para a avaliação dos resultados expressos pelos quatro ágares analisados, 
optou-se por dividi-los conforme suas características. A análise comparativa 
desenvolveu-se por dois grupos: os ágares cromogênicos (CM 1080 e CM 1084) e 
os ágares clássicos (PALCAM e Oxford). Realizou-se análise de concordância entre 
resultados positivos e negativos na comparação do método ISO em relação aos 







































5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
5.1 OCORRÊNCIA DE Listeria sp e Salmonella sp EM LINGÜIÇA RESFRIADA 
 
 Considerando as duas metodologias de análise, das 51 amostras analisadas, 
a ocorrência de Listeria sp em lingüiça resfriada foi de 52,9% (Figura 13), sendo que 
destas, 13,7% corresponderam à ocorrência de L. monocytogenes, enquanto que, L. 
grayi foi descrita em 19,7% das amostras analisadas e L. innocua e L. welshimeri, 
foram identificadas, 13,7% e 5,9% dos casos respectivamente (Figura 13). A 
presença de Salmonella sp foi registrada em 3,9% das amostras pesquisadas 
(Figura 14). 
Os resultados acima descritos correspondem a amostras verdadeiramente 
positivas, ou seja, as amostras que apresentaram-se positivas para ambos os 
métodos analisados e confirmadas as espécies pelo sistema API. 
Os dados respectivos aos métodos empregados para identificação de Listeria 
sp e Salmonella sp estão tabulados nos anexos 2 e 3 respectivamente. 
 
FIGURA 13 OCORRÊNCIA DE AMOSTRAS POSITIVAS E NEGATIVAS 




















FIGURA 14 OCORRÊNCIA DE AMOSTRAS VERDADEIRAMENTE 






Os resultados obtidos em pesquisas, no Brasil, quanto à presença de 
Salmonella sp em produtos cárneos, são bastante variados. Sousa et al., 2000, 
avaliando a qualidade microbiológica de trinta amostras de carne bovina moída in 
natura do município de Macapá-AP, não detectaram a presença da bactéria. Por 
outro lado, Reis et al. (1995) avaliaram cinqüenta amostras de produtos cárneos 
comercializados no município de Cuiabá-MT, e isolaram Salmonella sp em 26,0% 
das amostras. Em trabalho semelhante, Magnani et al. (2000) analisaram um total 
de cinqüenta amostras de carne suína e cinqüenta amostras de salame colonial e 
revelaram a presença de Salmonella sp em 6,0% em ambas as amostras.Trindade 
et al. (2004) isolaram Salmonella sp em 7,14% das amostras analisadas, sendo que, 
das amostras positivas, 5,17% foram provenientes de lingüiça de carne suína, 0,71% 
de lingüiça mista frescal, resultado semelhante ao obtido nessa pesquisa; Trindade e 
colaboradores (2004) mencionam que das 18 amostras de lingüiças de carne suína 
analisadas, 3 foram positivas para Salmonella sp, o que demonstra que 16,67% 
dessa categoria de produto apresentava-se imprópria para o consumo.  
Por outro lado, Dias (2008) isolou Salmonella sorotipos Typhimurium e 
Infantis de duas (9,5%) amostras de lingüiça suína e sorotipos Typhimurium, Infantis 
e Derby de três (13,6%) amostras de lingüiça de frango. No entanto, Malti (2007) 
não identificou a presença de Listeria sp e Salmonella sp nas amostras de lingüiça 
analisadas. 
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Esteves (2006) relata a positividade de 3% para Salmonella sp, das amostras 
de lingüiça avaliadas, e índice de 8% para a pesquisa de Listeria sp, sendo que 
ambas avaliações utilizaram como forma de detecção, o método ELFA (Enzyme 
Linked Fluorescent Assay), com sistema automatizado multiparamétrico de 
imunoanálise (VIDAS BioMerrieux), sendo que as amostras positivas foram 
confirmadas usando galerias bioquímicas API Listeria (BioMerrieux). 
Fatos estes bastantes variados, mas que constatam a redução da incidência da 
Salmonella em nosso país, Johnston (1982) avaliam esta redução entre os anos de 
1969 e 1979, quanto à incidência de Salmonella sp em embutidos frescais. No 
presente estudo, foram isoladas 162 das 566 (28,6%) amostras analisadas. Para as 
amostras analisadas em 1979, 74 das 603 amostras (12,4%) foram positivas para 
Salmonela sp. A redução de 16,2% em 1979 indica uma redução na incidência de 
Salmonella nos produtos analisados, fato este constatado pelas legislações e 
inspeções que tiveram início nos anos acima descritos.  
Estudos realizados no Brasil demonstram que a presença de L. monocytogenes 
em alimentos cárneos é freqüente. Silva et al. (2004) estudando plantas industriais 
do processamento de lingüiças mistas do tipo frescal, na região de Pelotas-RS, 
observou Listeria sp em 100% das amostras analisadas, sendo 29,3% caracterizada 
com Listeria monocytogenes. Lima, Rossini e Popermayer (2003) verificaram a 
ocorrência de Listeria monocytogenes em produtos cárneos, através da análise de 
106 amostras de cinco tipos diferentes de lingüiça (de carne suína, de carne de 
frango, tipo calabresa, tipo mista, e tipo toscana). A presença de Listeria sp foi 
evidenciada em 62 amostras (58,5%), e L. monocytogenes em 11 amostras (10,4%), 
resultado este similar ao encontrado na presente pesquisa. 
A presença de Listeria monocytogenes em aproximadamente 13,7% das 
amostras examinadas é bastante preocupante principalmente por ser a lingüiça um 
produto de amplo consumo em nosso país. Sendo as lingüiças mistas do tipo 
frescal, alimentos intensamente manipulados, são freqüentemente responsáveis 
pela veiculação de enfermidades transmitidas por alimentos. Esta contaminação 
pode ser procedente da matéria-prima, ou decorrente de contaminação pós-
processamento. 
Rocourt e Cossart (1997) relataram dados que explicam a procedência de tal 
contaminação, demonstrando desta forma que entre 11 e 52% dos animais abatidos 
nos diversos países eram portadores de L. monocytogenes, e a contaminação da 
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carcaça poderia ocorrer pelo contato do conteúdo gastrointestinal com o músculo 
durante o abate. Portanto, as condições higiênicas na obtenção da carne bovina, 
suína, etc., poderão determinar uma maior ou menor contaminação inicial que 
interferirá na qualidade do produto final. 
Segundo Barreto (2006) o maior risco de contaminação tanto de Listeria 
monocytogenes como de Salmonella sp provém da contaminação pós 
processamento depois da cocção, quando não observados os cuidados necessários, 
no que se refere à manipulação de alimentos crus e mal cozidos, como é o caso de 
leite e produtos lácteos (queijos brancos), ovos, sorvetes, hortaliças (adubadas com 
fezes de animais), mariscos, mexilhões, carnes e produtos cárneos (fiambre, 
salsicha, embutidos de carne de porco) e, ainda, dos próprios manipuladores de 
alimentos, onde os instrumento de corte ou o recipiente de acondicionamento, os 
quais foram utilizados no alimento cru, possivelmente passam por processos 
inadequados de higienização, favorecendo a contaminação o produto cozido. 
Contudo, a preocupação é intensificada quando observamos dados obtidos pelo 
estudo de Mattick  (2002) que verificou a ocorrência de Salmonella sp em salsichas 
mesmo após a processo de cozimento. 
Trabalhos relatados na literatura (McEVOY et al. (1998), WALSH et al. (1998), 
LACIAR E CENTORBI, (2002), que citam como mais comumente encontrada, tanto 
em alimentos, quanto em amostras ambientais, L. monocytogenes foi isolada em 
7,7%, 30,8% e 46,7% das amostras, nos frigoríficos A, B e C, respectivamente. Já L. 
welshimeri foi isolada em 23,1% no frigorífico A, 15,4% no B e 33,3% no C. A 
presença de L. innocua foi significativamente superior (p= 0,05) que a de L. 
monocytogenes e de L. welshimeri, não havendo diferença significativa entre os dois 
últimos microrganismos em relação à ocorrência nos frigoríficos analisados. 
Tais índices podem ser explicáveis pela lingüiça do tipo frescal ser um produto 
de origem animal que apresenta alta atividade de água, ser intensamente 
manipulado e não ser submetido a tratamento térmico. 
Conforme observado nas diferentes pesquisas realizadas com L. 
monocytogenes em lingüiças, os percentuais de isolamento foram bastante 
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São descritas na Tabela 02 os dados obtidos na identificação de Salmonella 
sp e Listeria sp. Em avaliação comparativa entre os métodos empregados para 
identificação de Salmonella sp observamos 06 amostras verdadeiramente positivas 
e 05 amostras que apresentaram-se positivas somente pelo método mini-VIDAS. 
Quando avaliado a pesquisa de Listeria sp observa-se que 31 amostras foram 
verdadeiramente positivas e uma amostra foi positiva somente para o método mini-
VIDAS, e uma amostra foi positiva para o método ISO. 
Conforme mostra na Tabela 03, pode se detectar Salmonella sp pelo método 
mini-VIDAS em 11 amostras (21,6%), 40 (78,4%) das amostras foram negativas. 
Contudo, através do método BAM encontrou-se 06 (11,8%) amostras positivas, 45 
(88,2%) amostras negativas. 
No entanto, a Tabela 04 descreve os dados obtidos na identificação de 
Listeria sp, ambos os métodos apresentaram 32 (62,7%) de amostras positivas, 19 
(37,3%) amostras negativas. 
 
TABELA 02 OCORRÊNCIA DE Listeria sp E Salmonella sp ATRAVÉS DO 














positivas método  
mini-VIDAS e 
convencional 
Salmonella sp 05 00 06 
Listeria sp 01 01 31 
 
TABELA 03 AVALIAÇÃO COMPARATIVA DOS DADOS OBTIDOS NA 
DETECÇÃO DE Salmonella sp ATRAVÉS DO MÉTODO BAM 
E MÉTODO MINI-VIDAS 
 
Resultados: Método BAM Método mini-VIDAS 
Positivos 6 11 
Negativos 45 40 
 
TABELA 04 AVALIAÇÃO COMPARATIVA DOS DADOS OBTIDOS NA 
DETECÇÃO DE Listeria sp ATRAVÉS DO MÉTODO ISO E 
MÉTODO MINI-VIDAS 
 
Resultado: Método ISO Método mini-VIDAS 
Positivo 32 32 
Negativo 19 19 
 




 Das 51 amostras analisadas através do método mini-VIDAS, 12 (23,5%) 
foram identificadas como Listeria grayi, 10 (19,6%) como Listeria innocua, 7 (13,7%) 
como Listeria monocytogenes e 3 (5,9%) Listeria welshimeri. Pelo método ISO, 
identificaram-se 11 (21,6%) Listeria grayi, 7 (13,7%) Listeria innocua, 7 (13,7%) 
Listeria monocytogenes e 3 (5,9%) L. welshimeri (TABELA 05). Pode-se observar 
que Listeria grayi predominou em ambos os métodos de análise com valores de 
23,5% e 21,6%, respectivamente, e que Listeria monocytogenes demonstrou 
resultados expressivos, sendo constatado 13,7% de positividade em ambos os 
métodos. 
 
TABELA 05 PERCENTUAL DE ESPÉCIES DE Listeria sp DETECTADAS 
ATRAVÉS DA METODOLOGIA MINI-VIDAS E 
METODOLOGIA ISO 
 
Resultado: Método ISO Resultado Método mini-VIDAS 
L. innocua 10 (19,6%) L. innocua 7 (13,7%) 
L. grayi 12 (23,5%) L. grayi 11 (21,6%) 
L. welshimeri  3 (5,9%) L. welshimeri 3 (5,9%) 
L. monocytogenes 7 (13,7%) L. monocytogenes 7 (13,7%) 
 
 
 Resultado semelhante ao encontrado foi descrito por Comir (1992) onde das 
490 amostras de produtos à base de carne avaliados, 241(49,1%) estavam 
contaminadas por Listeria sp, 65 (13,2%) das amostras apresentaram se 
contaminadas por L. monocytogenes, 176 (35,9%) por outras Listeria tais como L. 
innocua, L. grayi e L.  welshimeri. 
 Estes resultados podem não apresentar efetivamente proporção de 
organismos presentes nas amostras uma vez que, o crescimento de Listeria 
monocytogenes é cultivada em meio de enriquecimento seletivo e meio não seletivo 
(DUTH E SCHAFFNER, 1993; PETRAN E SWANSON, 1993). 
 Além disso, segundo Johnson e Lattuada (1993), as espécies não 
patogênicas de Listeria são comumente encontradas em produtos de carne e frango, 
principalmente Listeria innocua. Todavia, o fato de isolar apenas espécies não 
patogênicas de alimentos, não impede Listeria monocytogenes de estar presente na 
amostra, embora não seja detectada (PETRAN; SWANSON, 1993), o que pode ser 
comprovado pelo estudo realizado por Cassolari et al. (1994), que detectaram dentre 
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as espécies encontradas, 47% de Listeria innocua e 16% de Listeria 
monocytogenes. 
 Apesar de existir esta variação em função da técnica e local de pesquisa, a 
ocorrência de 53,9% de Listeria sp nas lingüiças resfriadas comercializadas no 
estado do Paraná, os dados sugerem falta de controle sobre este microrganismo na 
indústria, bem como, falhas durante o processo de comercialização. Estes 
problemas podem aumentar o risco de listeriose, agravado ainda mais pelo 
crescente consumo de lingüiça resfriada. 
A presença de Salmonella sp foi registrada em 3,9%, sendo que estas 
correspondem ao grupo das amostras verdadeiramente positivas, ou seja, as 
amostras que se apresenta positivas para ambos os métodos analisados e que 
possuem correspondência na análise confirmatória registrada pelo método API. No 
entanto, a avaliação da positividade do “suposto” grupo de Salmonella sp para os 
métodos mini-VIDAS, e metodologia clássica BAM, apresentou respectivamente a 
positividade de 21,6% e 11,8% (TABELA 03). 
Das 51 amostras analisadas pelo método mini-VIDAS, Proteus sp e 
Salmonella sp demonstraram maior expressividade ambos com 5 (9,8%) amostras 
positivas cada, também foi relatado a presença de amostra única de Citrobacter sp, 
com incidência de 2,0% (TABELA 06). 
 
TABELA 06 PERCENTUAL DA FAMÍLIA ENTEROBACTERIACEAE 
DETECTADO ATRAVÉS DA METODOLOGIA MINI-VIDAS E 
METODOLOGIA BAM 
 
 Pesquisa: Método BAM Método mini-VIDAS 
Salmonella sp 5 (9,8%) 5 (9.8%) 
Proteus sp 1(2,0%) 5 (9.8%) 
Citrobacter sp 0 (0,0%) 1 (2,0%) 
 
 
No entanto, a metodologia BAM demonstrou uma maior correlação com a 
identificação do patógeno Salmonella sp, com incidência de 9,8%, e um único caso 
relatado de Proteus sp, o que corresponde a 2,0%. 
De acordo com os dados obtidos foi possível verificar que a metodologia mini-
VIDAS empregada para a triagem do grupo Salmonella, demonstrou-se eficaz para a 
detecção do seu patógeno alvo, no entanto, foi observada desvantagem na 
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utilização desta metodologia pelo reconhecimento de outras bactérias, pertencentes 
estas à família Enterobacteriaceae. 
Oktay e Heperkan (2006), avaliando manteiga, batata cozida, e queijo 
verificaram a presença de Salmonella sp, pela metodologia clássica e metodologia 
mini-VIDAS Salmonella, e encontraram resultado similar, em que o microorganismo 
Salmonella não foi observado em nenhuma das amostras, no entanto, outros 
membros da família Enterobacteriaceae foram isolados. No mesmo estudo, Oktay e 
Heperkan (2006), desenvolveram um experimento de inoculação com Salmonella 
Typhi utilizando as mesmas amostras e como resultado não encontraram nenhuma 
diferença na eficiência da metodologia clássica e mini-VIDAS no que diz respeito à 
identificação de Salmonella. 
Poelma et al. (1976), descreveram em seu estudo a eficácia da metodologia 
confirmatória do sistema API E20. O trabalho consistiu na avaliação de 110 culturas 
de Salmonella sp para cinco metodologias comercialmente disponíveis sugeridas 
para bioquímicamente diferenciar os membros da família  Enterobacteriaceae. A 
média global correspondente para todos os testes bioquímicos ou substratos 
avaliados dentro de cada sistema foi a seguinte: API, 99%; Enterotube, 99%; 
Minitek, 99%; PathoTec, 97%; e R / B, 96%. Demonstrando desta forma, a eficiência 
do sistema API, na detecção de Salmonella sp, mesmo quando pesquisado todos os 
membros da família Enterobacteriaceae. 
Lepper (2002) desenvolveu estudo similar comparando o sistema VIDAS 
Salmonella com a cultura clássica BAM, em 6 tipos de produtos: chocolate ao leite, 
leite em pó, ovo desidratado, farinha de soja, pimenta preta e “terra crua”. O 
pesquisador observou que os 2 métodos foram concordantes para 1266 das 1440 
amostras analisadas. 
Blackburn (2008) promoveu a detecção de Salmonella sp utilizando o sistema 
mini-VIDAS que foi comparado com um método convencional para a detecção de 
Salmonella em 141 amostras de alimentos contaminadas artificialmente e 
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5.2 SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DOS MÉTODOS ANALISADOS 
 
A análise comparativa entre o método mini-VIDAS Salmonella e o método 
convencional BAM, considerando-se este como padrão para identificação de 
Salmonella sp, esta descrita nas Tabelas 07 e 08. 
TABELA 07 RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA 
COMPARAÇÃO ENTRE O MÉTODO MINI-VIDAS E MÉTODO 
CONVENCIONAL BAM (PADRÃO) PARA PESQUISA DE 






TABELA 08 TESTE DE EXATIDÃO ENTRE O MÉTODO MINI-VIDAS E 
MÉTODO CONVENCIONAL BAM (PADRÃO) PARA 
PESQUISA DE Salmonella  sp EM LINGÜIÇA RESFRIADA 
 
Teste de exatidão Salmonella sp 
Sensibilidade (S) 100% 
Especificidade (E) 88,89% 
Prevalência (P) 11,76% 
Taxa de erro falso positivo (TEFP) 11,11% 
Taxa de erro falso negativo (TEFN) 0,00% 
  
 
A prevalência de Salmonella sp foi de 11,76%, sendo esta calculada pela 
razão entre os resultados totais positivos do padrão, e os resultados totais. O 
método mini-VIDAS comparado com o método BAM para identificação de 
Salmonella sp produziu uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 
88,89%. A sensibilidade do presente trabalho condiz com a ausência de resultados 
falso-negativos, no entanto a especificidade relaciona-se diretamente aos 5 
resultados falso-positivos. Condizendo desta forma, a taxa de falso-positivo 
expressa em 11,11%. 
Os dados apresentados demonstram a eficácia do método mini-VIDAS, 
quando comparado do método BAM. 
Diagnóstico Salmonella sp 
Verdadeiro positivo 6 
Verdadeiro negativo 40 
Falso positivo 5 
Falso negativo 0 
Total 51 
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Moro (2006) descreve em seu experimento dados muitos similares aos 
encontrados quando avaliou-se a sensibilidade e especificidade do método mini-
VIDAS comparado ao convencional. Em seu experimento Moro (2006), descreve 
uma avaliação comparativa entre as seguintes metodologias: mini-VIDAS, imuno-
concentração e imunoensaio para Salmonella, filtro baseado em PCR, e metodologia 
convencional para identificação de Salmonella sp (SM ID) precedida por uma etapa 
de pré-enriquecimento, estas foram avaliadas em lingüiças para a presença de 
Salmonella sp. Cada método foi então comparado quanto a sua capacidade para 
detectar Salmonella artificialmente. Salmonella foi isolada em 68 amostras das 
amostras cultivadas em SM ID e testes foram positivos para Salmonella usando filtro 
à base de PCR e VIDAS, resultando em positividade de 77 e 65 amostras, 
respectivamente. Usando SM ID como o método de referência, a especificidade e 
sensibilidade foram 97% e 94% e 73% e 98,5% para VIDAS e PCR, 
respectivamente. 
Estudo semelhante ao descrito por Moro, 2006, foi desenvolvido por 
Uyttendaele et al., 2003, em que amostras contaminadas artificialmente (carne de 
ave e carne bovina) foram submetidas ao frio e ao congelamento absoluto; 120 
amostras naturalmente contaminadas foram testadas para Salmonella sp usando o 
diagnóstico semi-sólido (DIASALM), o ensaio VIDAS e iQ Check-PCR após 24 horas 
de enriquecimento em água peptonada tamponada. Tanto o iQ Check-PCR como 
ensaio VIDAS apresentaram-se como um excelente método rápido e de triagem 
para detecção de Salmonella sp. O acordo com o percentual DIASALM o método foi 
correspondente respectivamente em 92% para o iQ-Check PCR e 95% para o 
método VIDAS.   
Uma avaliação comparativa entre isolamento convencional, imunoensaio e 
reação em cadeia da polimerase (PCR), para Salmonella sp foi desenvolvido por 
Rückert et al., (2007). A freqüência de isolamento de Salmonella sp entre as 
metodologias foi avaliada considerando a sua aplicabilidade como ferramentas para 
o acompanhamento programas de controle da qualidade, como a análise de pontos 
críticos de controle (HACCP). Como resultado pode se observar que além de serem 
mais sensíveis e específicos, imunoensaios e PCR foram mais rápidos e mais 
práticos na detecção de Salmonella sp, quando comparados à metodologia 
convencional. 
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No entanto, o estudo realizado por Elizaquível et al. (2008) demonstrou 
discrepância com os resultados obtidos no presente trabalho, o estudo desse autor 
avaliou em tempo real com utilização do método de reação em cadeia polimerase 
(RTI-PCR), e o mini-VIDAS Salmonella comparando os resultados obtidos com a 
metodologia convencional para a detecção de Salmonella sp em alimentos prontos 
para consumo, como resultado o sistema mini-VIDAS demonstrou sensibilidade de 
14,29%, especificidade de 94.34%, enquanto que o método RTI-PCR apresentou 
sensibilidade de 80%, e especificidade de 100%, desta forma o método RTI-PCR 
destacou-se como um método de detecção para Salmonella sp em relação ao 
sistema mini-VIDAS. 
A análise comparativa entre o método mini-VIDAS Listeria e método 
convencional ISO, considerando-se este como padrão, para identificação de Listeria 
sp, está descrita nas Tabelas 09 e 10. 
 
TABELA 09 RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA 
COMPARAÇÃO ENTRE O MÉTODO MINI-VIDAS E MÉTODO 
CONVENCIONAL ISO (PADRÃO) PARA PESQUISA DE 
Listeria sp EM LINGÜIÇA RESFRIADA 
 
Diagnóstico Listeria sp 
Verdadeiro positivo 31 
Verdadeiro negativo 18 
Falso positivo 1 





TABELA 10 TESTE DE EXATIDÃO ENTRE O MÉTODO MINI-VIDAS E 
MÉTODO CONVENCIONAL ISO (PADRÃO) PARA 
PESQUISA DE Listeria sp EM LINGÜIÇA RESFRIADA 
 
Teste de exatidão Listeria sp 
Sensibilidade (S) 96,80% 
Especificidade (E) 94,70% 
Prevalência (P) 62,74% 
Taxa de erro falso positivo (TEFP) 5,26% 
Taxa de erro falso negativo (TEFN) 3,12% 
 
 
A prevalência de Listeria sp foi de 62,74%. O método mini-VIDAS comparado 
com o método ISO para identificação de Listeria sp produziu uma sensibilidade de 
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96,7% e uma especificidade de 94,70%. A sensibilidade do presente trabalho 
produziu um 1 resultado falso-negativo, e a especificidade relaciona-se diretamente 
a 1 resultado falso-positivo. Condizendo desta forma, a taxa de falso-negativo 
expressa em 3,12% e a taxa de falso-positivo em 5,26%. 
 Os dados descritos pela análise comparativa entre os método mini-VIDAS e o 
método ISO apresentaram-se como métodos muito similares, sendo estes 
excelentes métodos de detecção para Listeria sp. 
 O método mini-VIDAS quando comparado ao método ISO, considerado com 
padrão, demonstrou que é capaz de identificar concentrações muito baixas dos 
microrganismos viáveis na amostra. Cabe ressaltar que nem sempre uma amostra 
positiva para Listeria sp é patogênica, fazendo parte deste grupo somente a Listeria 
monocytogenes que corresponde à incidência de somente 13,7% dos 53,9% do total 
de amostras positivas para Listeria sp.  
Oktay e Heperkan (2006) desenvolveram estudo muito similar ao presente 
trabalho, no entanto, envolveram a avaliação de queijo e manteiga e as batatas 
cozidas. Todas foram examinadas para a presença de Listeria monocytogenes com 
método descrito pela Organização Internacional de Normalização (ISO) 11290, e 
mini-VIDAS. L. monocytogenes não foi encontrada nas amostras de manteiga e 
batata cozida, ao passo que foram identificadas em três amostras do queijo, sendo 
que, mini-VIDAS foi determinado por ser muito eficiente na identificação de L. 
monocytogenes em amostras com baixa contagem bacteriana. 
Por meio dos dados obtidos na análise de exatidão pode-se desenvolver uma 
avaliação mais precisa dos dados obtidos. A avaliação desenvolveu-se pela análise 
de exatidão baseando-se na avaliação comparativa entre as metodologias 
convencionais (BAM e ISO) e metodologias rápidas (mini-VIDAS Salmonella e mini-
VIDAS Listeria), tendo como padrão a ser comparado o método convencional. 













FIGURA 15 ANÁLISE DO MÉTODO MINI-VIDAS SALMONELLA 


















Avaliando os resultados obtidos na identificação de Salmonella sp pelo 
método mini-VIDAS comparado ao método BAM, observamos que a sensibilidade foi 
de 100%, correspondendo, desta forma, que as 40 amostras analisadas foram 
realmente negativas, no entanto, a especificidade de 88%, corresponde que das 11 
amostras positivas, 22% possivelmente seriam falso-positivas, ou seja, 2 amostras, 
como demonstrado na figura 15. 
 
FIGURA 16 AVALIAÇÃO DOS RESULTADOS OBTIDOS ATRAVÉS DO 
MÉTODO MINI-VIDAS SALMONELLA PARA IDENTIFICAÇÃO 























A figura 16 descreve a comparação de espécie, bem como, variações obtidas 
pelo método mini-VIDAS Salmonella. Observa-se na avaliação da Salmonella sp e 
Proteus sp, ambas apresentaram 5 amostras positivas, onde possivelmente 1 
amostra seria falso-positiva, Citrobacter sp apresentou 1 amostra positiva, no 
entanto pela avaliação de especificidade possivelmente esta amostra seria falso-
positiva. 
 


















Avaliando os resultados obtidos na identificação de Listeria sp pelo método 
mini-VIDAS comparado ao método ISO, observa-se que a sensibilidade foi de 
96,8%, das 19 amostras negativas, destas 3,2% possivelmente seriam falso-
negativas, correspondendo a aproximadamente 1 amostra. Contudo a especificidade 
da metodologia foi de 94,7%, sendo que das 31 amostras positivas, 5,3% poderiam 
ser consideradas falso-positivas, condizendo a aproximadamente 1 amostra, como 
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FIGURA 18 AVALIAÇÃO DOS RESULTADOS OBTIDOS ATRAVÉS DO 





















A figura 18 descreve a comparação de acordo com a espécie, bem como, 
variações obtidas pelo método mini-VIDAS Listeria. Observamos que das 11 
amostras positivas para L. grayi possivelmente 1 seria falso-positiva, na avaliação da 
L. innocua e L. monocytogenes, ambas apresentaram 7 amostras positivas, onde 
possivelmente 1 amostra seria falso-positiva, L. welshimeri apresentou 3 amostras 
positivas, onde 1 possivelmente seria falso-positiva. 
A análise de exatidão avaliando o sistema mini-VIDAS para ambas as 
bactérias apresentaram se como excelente metodologia de triagem. 
 
5.3 AVALIAÇÃO DOS MEIOS EMPREGADOS PELO MÉTODO ISO 11290-1 PARA 
ISOLAMENTO DE Listeria sp 
 
 A descrição dos meios utilizados para a análise, bem como a forma com a 
qual se desenvolveu a avaliação estão descritos no item 4.2.5. 
A análise comparativa entre os ágares cromogênicos, para identificação de 
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TABELA 11 RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA 
COMPARAÇÃO DO MÉTODO ISO EM RELAÇÃO AOS 
ÁGARES CROMOGÊNICOS PARA PESQUISA DE Listeria sp 





concordância positiva 32 
discordância positiva 1 
discordância negativa 0 




TABELA 12 TESTE DE CONCORDÂNCIA ENTRE RESULTADOS 
POSITIVOS E NEGATIVOS NA COMPARAÇÃO DO MÉTODO 
ISO EM RELAÇÃO AOS ÁGARES CROMOGÊNICOS PARA 
PESQUISA DE Listeria sp EM LINGÜIÇA RESFRIADA 
 
Índices de concordância CM1080 Vs. CM1084 




Na Tabela 11 observa-se a comparação dos resultados observados nos 
meios cromogênicos verificando-se concordância positiva de 32 amostras (62,7%) e 
concordância negativa em 18 amostras (35,3%), condizendo à percentagem global 
de concordância apresentada na Tabela 12 de 98,0%.  
Discordância positiva foi relatada em somente uma amostra correspondendo 
a 2,0%, e nenhuma discordância negativa foi relatada. 
O teste kappa foi utilizado como meio de comparação entre os ágares 
cromogênicos, apresentando concordância em 96,0%, representando uma 
concordância excelente entres resultados obtidos pelos ágares analisados, ou seja, 
houve uma forte concordância entre as correlações analisadas. 
Apesar de haver algumas diferenças nas composições dos meios analisados, 
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TABELA 13 RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA 
COMPARAÇÃO DO MÉTODO ISO EM RELAÇÃO AOS 






concordância positiva 34 
discordância positiva 4 
discordância negativa 1 





   
TABELA 14 RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS NA TESTE DE 
CONCORDÂNCIA ENTRE RESULTADOS POSITIVOS E 
NEGATIVOS NA COMPARAÇÃO DO MÉTODO ISO EM 
RELAÇÃO AOS ÁGARES CLASSICOS PARA PESQUISA DE 
Listeria sp EM LINGÜIÇA RESFRIADA 
 
Índices de concordância 
PALCAM Vs, 
OXFORD  
Perc. global de concordância 90,0%  
Kappa 76,0%  
 
A análise comparativa entre os ágares clássicos, para identificação de Listeria 
sp, está descrita nas Tabelas 13 e 14. 
Na Tabela 13 observa-se a comparação dos resultados dos meios clássicos 
verificando-se concordância positiva de 34 amostras (66,5%) e concordância 
negativa em 18 amostras (23,5%), correspondendo à percentagem global de 
concordância apresentada na Tabela 14 de 90,0%, refletindo com a superior 
capacidade do ágar PALCAM em identificar concentrações muito baixas de Listeria 
sp quando comparado ao ágar Oxford. 
Discordância positiva foi relatada em 4 amostras correspondendo a 7,8%, e a 
discordância negativa ocorreu em somente uma amostra, representando 2,0%. 
O teste kappa foi utilizado como meio de comparação entre os ágares 
clássicos, apresentando concordância em 76,0%, condizendo com uma excelente 
concordância entre os resultados dos ágares analisados. 
 A eficácia dos quatro ágares para o isolamento de L. monocytogenes a partir 
de amostras de lingüiça resfriada demonstraram-se satisfatórias. 
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 Gunasinghe (1993), descreveu análise comparativa entre os ágares seletivos 
para Listeria sp, Oxford (Oxoid) e PALCAM (Merck), por meio de estudo de 
cinqüenta e dois diferentes variedades de salsicha, salame e patê. Sete (13,0%) das 
amostras foram positivas para Listeria monocytogenes e 14 (27,0%) amostras foram 
positivas para Listeria outras espécies, enquanto 31 (59,0%) amostras foram 
negativas para Listeria outras espécies. A eficácia do ágar PALCAM e ágar Oxford 
para o isolamento de L. monocytogenes a partir de amostras de carne foi 
comparado. PALCAM demonstrou se consistentemente mais eficaz na supressão de 
outros microrganismos, aumentando assim a possibilidade de detecção de espécies 
de Listeria presentes em número reduzido. O isolamento de Listeria também 
apresentou se mais fácil usando PALCAM. 
Capita (2001), desenvolveu análise comparativa entre os meios PALCAM e 
Oxford para identificação de Listeria sp em retalhos de carne de frango cru. 
Percentagens de amostras de Listeria sp foram significativamente mais elevadas no 
ágar PALCAM quando comparadas com o ágar Oxford (95,0% e 87,0%), 
respectivamente. Percentagens mais elevadas de amostras contaminadas com 
Listeria monocytogenes também foram obtidas com ágar PALCAM (31,0%) do que 
com ágar Oxford (27,0%). 
 
5.4 AVALIAÇÃO DO TEMPO DE ANÁLISE DOS MÉTODOS 
 
 A avaliação descritiva do tempo de análise dispensado para identificação de 
Salmonella sp e Listeria sp para os métodos convencionais (BAM e ISO) e métodos 
rápidos (mini-VIDAS Listeria e mini-VIDAS Salmonella) esta descritas nas Tabelas 
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TABELA 15 DESCRIÇÃO DO TEMPO DE ANÁLISE PARA 
IDENTIFICAÇÃO DE Salmonella sp 
 












seletivo e diferencial 
24 horas 








Cultura em TSI e LIA 24 horas 
96 horas 
(4 dias ) 
Pré-enriquecimento 







Cultura em caldo “M” 24 horas 


















Cultura em TSI e LIA 24 horas 
120 horas  
(5 dias ) 
 
 Comparando o tempo de resposta dos métodos para identificação de 
Salmonella sp (Tabela 15), observou-se que, com a utilização do método mini-
VIDAS Salmonella, obteve-se resultados de ausência do microrganismo em 72 
horas, mesmo tempo utilizado para identificação pelo método clássico BAM. No 
entanto, quando se avaliou o tempo para pesquisa com resultado positivo observou-
se que o método clássico BAM é mais efetivo comparado ao método mini-VIDAS, 
pois necessita de 24 horas a menos para obter o mesmo resultado, isto se deve, a 
dispensação adicional de 24 horas para a cultura do caldo “M”, utilizado no 
confirmatório do método mini-VIDAS. 
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TABELA 16 DESCRIÇÃO DO TEMPO DE ANÁLISE PARA 
IDENTIFICAÇÃO DE Listeria sp 























• Cultura em Indol 





























• Cultura em Indol 
para avaliação da 
motilidade 
168 horas 
264 horas  
(11 dias) 
 
Comparando o tempo dispensado para o desenvolvimento das metodologias 
utilizadas para identificação de Listeria sp (Tabela 16), observou-se que, com a 
utilização do método rápido mini-VIDAS Listeria, obteve-se o resultado de ausência 
em 48 horas e presença em 264 horas após o inicio da análise, seguida de 
identificação à nível de espécie através do teste bioquímico API Listeria, totalizando 
288 horas. 
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Todavia, com a utilização do método convencional ISO obtém-se resultados 
de 120 horas para ausência e 288 horas para presença de Listeria sp, e resultados 
confirmatórios à nível de espécie com 312 horas, através do teste API Listeria. Esta 
diferença de 72 horas, na identificação de resultados presuntivos pelo método 
convencional ISO, é devido ao tempo de incubação do enriquecimento secundário 
que requer 48 horas, e a inclusão de uma terceira etapa, o plaqueamento seletivo, 
que necessita de 48 horas de incubação. 
A diferença entre o tempo de análise dos métodos estudados é de no mínimo 
72 horas para ausência de Listeria sp; no entanto, como a legislação internacional 
determina ausência do gênero Listeria, o método rápido mini-VIDAS apresenta 
vantagem após 48 horas do inicio da análise para detectar esse gênero, o que 
ocorre somente após 120 horas, utilizando o método convencional ISO. 
Os métodos de investigação laboratorial para microrganismos patogênicos em 
alimentos são criticados pelos analistas por serem laboriosos, desta forma o 
presente trabalho contribui para a introdução de uma metodologia mais rápida 
(especialmente quando pesquisado o patógeno Listeria sp) com a confiabilidade 
esperada pelos analistas, desenvolvendo desta forma uma nova realidade voltada à 
precisão de resultados, favorecendo a satisfação do produtor por enviar ao mercado 
um produto seguro, assegurando vantagens na comercialização, e de forma direta 











































 Um total de 52,9% das amostras de lingüiça resfriada estavam contaminadas 
com Listeria sp, sendo 13,7% com L. monocytogenes, 19,7% com L. grayi, 13,7% L. 
innocua, e 5,9% L. welshimeri, enquanto que 3,9% das amostras apresentaram-se 
contaminadas com Salmonella sp. 
 Em avaliação comparativa entre metodologia BAM e mini-VIDAS Salmonella, 
observou-se que através da metodologia BAM houve uma maior correlação com a 
identificação de Salmonella sp (9,8%), no entanto, a metodologia mini-VIDAS 
demonstrou maior expressividade na identificação de Proteus mirabilis e Salmonella 
sp, ambos com 9,8% de positividade. 
 Em avaliação comparativa entre ISO e mini-VIDAS Listeria, observou-se que 
Listeria grayi predominou em ambos os métodos de análise com valores de 19,6% e 
13,7%, respectivamente, e de que a Listeria monocytogenes demonstrou resultados 
expressivos, sendo constatadas em 13,7% em ambas as metodologias. 
O método mini-VIDAS comparado com o método BAM para identificação de 
Salmonella sp apresentou uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 
88,89%.  
O método mini-VIDAS comparado com o método ISO para identificação de 
Listeria sp apresentou uma sensibilidade de 96,7% e uma especificidade de 94,70%. 
Por meio da análise de exatidão na identificação de Salmonella sp avaliando 
o método mini-VIDAS Salmonella, constatou-se que as 40 amostras negativas 
realmente foram negativas, e que das 11 amostras constatadas positivas, 
possivelmente 2 seriam falso-positivas. 
Na identificação de Listeria sp pelo método mini-VIDAS Listeria constatou-se, 
pela análise de exatidão, que das 19 amostras negativas possivelmente 1 seria 
falso-negativa, e das 31 amostras positivas, possivelmente 1 seria falso-positiva. 
Os métodos mini-VIDAS Salmonella e mini-VIDAS Listeria apresentaram-se 
como excelentes métodos de triagem. 
Os ágares cromogênicos (CM1080 e CM1084), foram avaliados entre si, 
verificando-se, concordância positiva de 62,7% e concordância negativa em 35,3%, 
condizendo à percentagem global de concordância de 98,0%. Contudo os ágares 




positiva de 66,5%, e concordância negativa de 23,5%. O teste de kappa apresentou 
concordância de 96% e 76% respectivamente, representando uma excelente 
concordância entres resultados obtidos. 
 Comparando o tempo de resposta dos métodos para identificação de 
Salmonella sp, observou-se que não existe diferença em resultados de ausência do 
microrganismo entre os métodos mini-VIDAS Salmonella e BAM. No entanto quando 
avaliou-se o tempo para pesquisa com resultado positivo observou-se que o método 
clássico BAM é mais efetivo comparado ao método mini-VIDAS. 
 Comparando o tempo para identificação de Listeria sp observou-se que o 
método mini-VIDAS apresenta ausência do microrganismo em 72 horas a menos 
quando comparado ao método ISO. Contudo, quando se avaliou a presença do 
microrganismo obtém-se resposta em 24 horas a menos, quando se compara o 
método mini-VIDAS com o método ISO. 
 A incidência de 53,9% de Listeria sp das amostras analisadas, sugere 
a necessidade de implementar ações de inspeção industrial e fiscalização por 
órgãos competentes nos produtos produzidos e comercializados por estas 
empresas, haja visto que uma vez que estes microrganismos adentram as plantas 
industriais dificilmente seriam eliminadas, além da L. monocytogenes representar um  
serio risco à saúde da população. Igualmente, é preciso alertar as autoridades de 
saúde e o público em geral para o risco de listeriose, em particular para gestantes, 
recém-nascidos, imunodeprimidos e idosos que constituem a população mais 
vulnerável. 
A profunda transformação do modo de vida dos países industrializados, 
marcadamente pela utilização mais freqüente da cadeia de frio, contribui 
indubitavelmente para um aumento da contaminação dos alimentos por 
microrganismos psicotróficos. Desta forma, a redução do grau de contaminação de 
matérias-primas e um programa adequado de higiene e sanitarização, consistem 
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ANEXO 01      AMOSTRAS DE LINGÜIÇA RESFRIADA POR LOCAL DE 
PRODUÇÃO, TIPO E LOCAL DE COLETA  
 
Amostra Local de Produção Tipo de amostra Local de coleta 
1.  Morretes/PR Lingüiça Blumenau Supermercado 
2.  Irati/PR Lingüiça Pura Defumada Hipermercado 
3.  Curitiba/PR Lingüiça Blumenau Supermercado 
4.  Curitiba/PR Lingüiça Frescal Supermercado 
5.  Curitiba/PR Lingüiça Frescal Supermercado 
6.  Curitiba/PR Lingüiça de Frango Supermercado 
7.  São Jose dos Pinhais/PR Lingüiça Frescal Mercado Municipal 
8.  São Jose dos Pinhais/PR Lingüiça Frescal Mercado Municipal 
9.  Toledo/PR Lingüiça Frescal Caseira Hipermercado 
10.  Toledo/PR Lingüiça Frescal Hipermercado 
11.  Toledo/PR Lingüiça Seca Caseira Estabelecimento 
comercial de pequeno 
porte 
12.  Foz do Iguaçu/PR Lingüiça Frescal Estabelecimento 
comercial de pequeno 
porte 
13.  Curitiba/PR Lingüiça Frescal Feira livre 
14.  Curitiba/PR Lingüiça Frescal Hipermercado 
15.  Curitiba/PR Lingüiça Pura Hipermercado 
16.  Curitiba/PR Lingüiça Frescal Hipermercado 
17.  Curitiba/PR Lingüiça Frescal Feira livre 
18.  Curitiba/PR Lingüiça Suína Feira livre 
19.  Curitiba/PR Lingüiça Suína Hipermercado 
20.  Frederico Westphalen/RS Lingüiça Toscana Hipermercado 
21.  Frederico Westphalen/RS Lingüiça Suína Hipermercado 
22.  Concórdia/SC Lingüiça de Cordeiro Supermercado 
23.  Curitiba/PR Lingüiça Defumada Hipermercado 
24.  Pitanga/PR Lingüiça Mista Hipermercado 
25.  Irati/PR Lingüiça Pura Hipermercado 
26.  Curitiba/PR Lingüiça Mista Hipermercado 
27.  Curitiba/PR Lingüiça Pura Açougue 
28.  São Jose/SC Lingüiça Pura Açougue 
29.  Concórdia/SC Lingüiça Mista Açougue 
30.  Bom Retiro do Sul/RS Lingüiça Pernil Hipermercado 
31.  Bom Retiro do Sul/RS Lingüiça Toscana Hipermercado 
32.  Bom Retiro do Sul/RS Lingüiça de Frango Hipermercado 






34.  Bom Retiro do Sul/RS Lingüiça Suína Mercado Municipal 
35.  Chapecó/ SC Lingüiça Suína Mercearia 
36.  Medianeira/PR Lingüiça Toscana Supermercado 
37.  Pinhais/PR Lingüiça Suína Açougue 
38.  Medianeira/PR Lingüiça Toscana Açougue 
39.  Curitiba/PR Lingüiça Toscana Hipermercado 
40.  Medianeira/PR Lingüiça Pura Suína Hipermercado 
41.  Curitiba/PR Lingüiça Toscana Supermercado 
42.  Bom Retiro do Sul/RS Lingüiça Pernil Hipermercado 
43.  Concórdia/SC Lingüiça Pernil Supermercado 
44.  São Jose/SC Lingüiça Mista Hipermercado 
45.  Chapecó/SC Lingüiça Lista Mercado Municipal 
46.  Cafelândia/PR Lingüiça Frango Hipermercado 
47.  Concórdia/SC Lingüiça Mista Supermercado 
48.  São Jose/SC Lingüiça Toscana Açougue 
49.  Curitiba/PR Lingüiça Pura Hipermercado 
50.  Curitiba/PR Lingüiça Pura Açougue 

































ANEXO 02      RESULTADOS OBSERVADOS PELO EMPREGO DO 
MÉTODO ISO 11.290-1 E MINI-VIDAS LISTERIA 
CONFIRMADOS PELO SISTEMA API LISTERIA 
 
Amostras ISO Confirmatório mini-VIDAS Confirmatório 
1 + L. innocua + L innocua 
2 + L. innocua + Não Identificada 
3 + L. innocua + Não Identificada 
4 + L. grayi + L. grayi 
5 - - - - 
6 + L. welshimeri + L. welshimeri 
7 - - - - 
8 - - - - 
9 + L. grayi + L. grayi 
10 - - - - 
11 - - - - 
12 - - - - 
13 - - - - 
14 + L. grayi + L. grayi 
15 + L. innocua + L. innocua 
16 - - - - 
17 + L. grayi + L. grayi 
18 + L. grayi + L. grayi 
19 + L. monocytogenes + L. monocytogenes 
20 - - - - 
21 + L. monocytogenes + L. monocytogenes 
22 - - - - 
23 - - - - 
24 - - - - 
25 + L. grayi - - 
26 + L. innocua + L. innocua 
27 + L. grayi + L. grayi 
28 + L. welshimeri + L. welshimeri 
29 + L. innocua + L. innocua 
30 - - - - 
31 - - - - 
32 + L. innocua + L. innocua 
33 + L. welshimeri + L. welshimeri 
34 - - - - 
35 - - - - 
36 - - - - 
37 + L. innocua + L. innocua 
38 - - + Não Identificada 
39 + L. grayi + L. grayi 
40 + L. monocytogenes + L. monocytogenes 
41 + L. grayi + Não Identificada 
42 + L. monocytogenes + L. monocytogenes 
43 + L. innocua + L. innocua 
44 + L. innocua + L. grayi 
45 - - - - 
46 + L. monocytogenes + L. monocytogenes 






48 + L. grayi + L. grayi 
49 + L. monocytogenes + L. monocytogenes 
50 + L. monocytogenes + L. monocytogenes 




















































ANEXO 03      RESULTADOS OBSERVADOS PELO EMPREGO DO 
MÉTODO BAM E MINI-VIDAS SALMONELLA 
CONFIRMADOS PELO SISTEMA API 20-E 
 
Amostras BAM Confirmatório mini-VIDAS Confirmatório 
1 + Salmonella sp + Salmonella sp 
2 - - - - 
3 - - + Salmonella sp 
4 - - - - 
5 - - - - 
6 + Salmonella sp + Proteus sp 
7 + Salmonella sp + Proteus sp 
8 - - + Proteus sp 
9 - - + Salmonella sp 
10 + Salmonella sp + Citrobacter sp 
11 + Salmonella sp + Salmonella sp 
12 - - - - 
13 - - - - 
14 - - - - 
15 - - - - 
16 - - - - 
17 - - - - 
18 - - - - 
19 - - - - 
20 - - - - 
21 - - - - 
22 - - - - 
23 - - - - 
24 - - - - 
25 - - - - 
26 - - - - 
27 - - - - 
28 - - - - 
29 - - - - 
30 - - - - 
31 - - - - 
32 - - - - 
33 - - - - 
34 - - - - 
35 - - - - 
36 - - - - 
37 - - - - 
38 - - - - 
39 + Proteus sp + Proteus sp 
40 - - - - 
41 - - + Salmonella sp 
42 - - - - 
43 - - - - 
44 - - - - 
45 - - - - 
46 - - - - 






48 - - + Proteus sp 
49 - - - - 
50 - - - - 
51 - - - - 
 
 
